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1. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE LUB ARTYSTYCZNE - Z
PODANIEM PODMIOTU NADAJACEGO STOPIEN, ROKU ICH UZYSKANIA
ORAZ TYTULU ROZPRAWY DOKTORSKIEJ.
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Wydzial Farmaceutyczny Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 30 wrzesnia
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ilo)pirolidyno-2,5-dionu, zwigzkéw o podwdjnej wigzalnosci do receptora 5-HT1a i
transportera serotoniny, potencjalnych antydepresantow.” — praca wyrdézniona Summa
cum laude, promotor: prof. dr hab. n. farm. Franciszek Herold

Magister farmacji

Wydziat Farmaceutyczny Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 10 wrze$nia
2008, tytut pracy magisterskiej: ,,Analiza porownawcza frakcji polisacharydowych
izolowanych z grzybni Lentinula edodes z hodowli wglebnej na podtozu wzbogaconym
w selen.”, promotor: prof. dr hab. n. farm. Jadwiga Turlo
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3. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT. 2
USTAWY Z DNIA 20 LIPCA 2018 R. PRAWO O SZKOLNICTWIE WYZSZYM I
NAUCE.

3.1  Tytut osiggniecia naukowego
Jako osiggniecie naukowe, wynikajqce z art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pozn. zm.) wskazuje

monotematyczny cykl 6 publikacji naukowych pt.

»Projektowanie, synteza i ocena nowych zwiazkow o potencjalnym dzialaniu na
choroby osrodkowego ukladu nerwowego z aktywnos$cia wobec transportera

serotoniny, receptorow 5-HT1a i innych celéow molekularnych”.

3.2  Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagnigcia naukowego
Zgodnie z analizg bibliometryczng taczna punktacja MNISW prezentowanego cyklu
sktadajacego si¢ z 6 prac wynosi 600 pkt., a sumaryczny wspotczynnik Impact Factor 27,582
pkt. We wszystkich pracach jestem pierwszym oraz/lub korespondencyjnym autorem.

H1. Novel 4-aryl-pyrido[1,2-c]pyrimidines with dual SSRI and 5-HT1a activity. Part 4
Chodkowski, A.; Wrébel, M.Z."; Turlo, J.; Kleps, J.; Siwek, A.; Nowak, G.; Belka, M.;
Baczek, T.; Mazurek, A.P.; Herold, F.

European Journal of Medicinal Chemistry, 2015, DOI: 10.1016/j.ejmech.2014.10.069
3,902 pkt. IF, 40 pkt. MNiSW

Mo¢j udziat w badaniach opisanych w tej pracy polegal na wspottworzeniu metodologii 1
koncepcji badan; wspotprojektowaniu struktur zwigzkow, optymalizacji syntezy 1 jej
przeprowadzeniu, potwierdzeniu struktury zwigzkow, zebraniu 1 analizie wynikow,

przygotowaniu i zredagowaniu manuskryptu publikacji, autor korespondujacy.

H2. Synthesis and biological evaluation of novel pyrrolidine-2,5-dione derivatives as potential
antidepressant agents. Part 1
Wrobel, M.Z.; Chodkowski, A.; Herold, F.; Gomotka, A.; Kleps, J.; Mazurek, A.P.; Plucinski,
F.; Mazurek, A.; Nowak, G.; Siwek, A.; Stachowicz, K.; Stawinska, A.; Wolak, M.; Szewczyk,
B.; Satala, G.; Bojarski, A.J.; Turlo, J.
European Journal of Medicinal Chemistry, 2013, DOI: 10.1016/j.ejmech.2013.02.033
3,432 pkt. IF, 40 pkt. MNiSW

Mo¢j udzial w badaniach opisanych w tej pracy polegal na opracowaniu metodologii i koncepcji

badan; kierowaniu i koordynowaniu badan/eksperymentéw oraz przeprowadzeniu kluczowych
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https://publikacje.wum.edu.pl/AcquisitionNew/Acquisition/PublicationDetails/813bc8a6-1165-4249-ae99-8c37b7069193

badan/eksperymentow, w tym zaplanowaniu struktur zwigzkow, opracowaniu $ciezek syntezy
1 jej przeprowadzeniu, potwierdzeniu struktury zwigzkoéw, zebraniu i analizie wynikow,

przygotowaniu i zredagowaniu manuskryptu publikacji.

H3. Synthesis and biological evaluation of new multi-target 3-(1H-indol-3-yl)pyrrolidine-2,5-dione
derivatives with potential antidepressant effect
Wrébel, M.Z."; Chodkowski, A.; Herold, F.;: Marciniak, M.; Dawidowski, M.; Siwek, A.;
Starowicz, G.; Stachowicz, K.; Szewczyk, B.; Nowak, G.; Belka, M.; Baczek, T.; Satata, G.;
Bojarski, A.J.; Turto, J.
European Journal of Medicinal Chemistry, 2019, DOI: 10.1016/j.ejmech.2019.111736
5,573 pkt. IF, 140 pkt. MNiSW

Moj udziat w badaniach opisanych w tej pracy polegat na opracowaniu metodologii i koncepcji
badan; kierowaniu i koordynowaniu badan/eksperymentoéw oraz przeprowadzeniu kluczowych
badan/eksperymentdéw, w tym zaplanowaniu struktur zwigzkow, opracowaniu $ciezek syntezy
1 jej przeprowadzeniu, potwierdzeniu struktury zwigzkoéw, zebraniu i analizie wynikow,

przygotowaniu i zredagowaniu manuskryptu publikacji, autor korespondujacy.

H4. Synthesis of new 4-butyl-arylpiperazine-3-(1H-indol-3-yl)pyrrolidine-2,5-dione derivatives
and evaluation for their 5-HT1a and D> receptor affinity and serotonin transporter inhibition
Wrébel, M.Z."; Chodkowski, A.; Marciniak, M.; Dawidowski, M.; Maksymiuk, A.; Siwek, A.;
Nowak, G.; Turlo J.

Bioorganic Chemistry, 2020, DOI: 10.1016/j.bioorg.2020.103662
5,275 pkt. IF, 100 pkt. MNiSW

M0oj udziat w badaniach opisanych w tej pracy polegal na opracowaniu metodologii i koncepcji
badan; kierowaniu 1 koordynowaniu badan/eksperymentdéw oraz przeprowadzeniu kluczowych
badan/eksperymentow, w tym zaplanowaniu struktur zwigzkow, opracowaniu §ciezek syntezy
1 jej przeprowadzeniu, potwierdzeniu struktury zwigzkéw, zebraniu i analizie wynikow,

przygotowaniu 1 zredagowaniu manuskryptu publikacji, autor korespondujacy.


https://publikacje.wum.edu.pl/AcquisitionNew/Acquisition/PublicationDetails/fb39daf7-99ee-4e30-a615-921d4cf9a424
https://publikacje.wum.edu.pl/AcquisitionNew/Acquisition/PublicationDetails/fb39daf7-99ee-4e30-a615-921d4cf9a424
https://publikacje.wum.edu.pl/AcquisitionNew/Acquisition/PublicationDetails/44531c82-4b71-43b0-9580-fc81cd63b499
https://publikacje.wum.edu.pl/AcquisitionNew/Acquisition/PublicationDetails/44531c82-4b71-43b0-9580-fc81cd63b499

H5. Synthesis and biological evaluation of novel 3-(5-substituted-1H-indol-3-yl)pyrrolidine-2,5-
dione derivatives with a dual affinity for serotonin 5-HT1a receptor and SERT
Wrobel, M.Z."; Chodkowski, A.; Dawidowski, M.; Siwek, A.; Stachowicz, K.; Szewczyk, B.;
Nowak, G.; Satata, G.; Bojarski, A.J.; Turlo, J.
Bioorganic Chemistry, 2023, DOI: 10.1016/j.bioorg.2023.106903
4,500 pkt. IF, 140 pkt. MNiSW

Moj udziat w badaniach opisanych w tej pracy polegat na opracowaniu metodologii i koncepcji
badan; kierowaniu i koordynowaniu badan/eksperymentdéw oraz przeprowadzeniu kluczowych
badan/eksperymentow, w tym zaplanowaniu struktur zwigzkow, opracowaniu $ciezek syntezy
1 jej przeprowadzeniu, potwierdzeniu struktury zwigzkoéw, zebraniu i analizie wynikow,

przygotowaniu i zredagowaniu manuskryptu publikacji, autor korespondujacy.

H6. Design and synthesis of potential multi-target antidepressants: exploration of 1-(4-(7-
azaindole)-3,6-dihydropyridin-1-ylalkyl-3-(1H-indol-3-yl)pyrrolidine-2,5-dione  derivatives
with affinity for the serotonin transporter
Wrébel, M.Z."; Chodkowski A.; Siwek, A.; Satata, G.; Bojarski, A.J.; Dawidowski, M.
International Journal of Molecular Sciences, 2024, DOI: 10.3390/ijms252011276

4,900 pkt. IF, 140 pkt. MNiSW

Moj udzial w badaniach opisanych w tej pracy polegal na opracowaniu metodologii i koncepcji
badan; kierowaniu 1 koordynowaniu badan/eksperymentéw oraz przeprowadzeniu kluczowych
badan/eksperymentow, w tym zaplanowaniu struktur zwigzkow, opracowaniu §ciezek syntezy
1 jej przeprowadzeniu, potwierdzeniu struktury zwigzkéw, zebraniu i analizie wynikow,

przygotowaniu i zredagowaniu manuskryptu publikacji, autor korespondujacy.

* —rola autora korespondencyjnego
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3.3  Cel naukowy oraz opis osiagnigtych wynikow

3.3.1 Wprowadzenie

Depresja jest jednym z najpowazniejszych zaburzen psychicznych naszych czaséw.
Wedhug Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health Organization, WHO) na depresje cierpi
okoto 280 milionow os6b na catym $wiecie, co stanowi okoto 3,8% populacji [1]. Zaburzenie
to prowadzi do powaznych konsekwencji zdrowotnych, spotecznych i ekonomicznych, w tym
do utraty 12 miliardow dni roboczych rocznie, co przektada si¢ na koszty rzedu 1 biliona
dolarow w skali globalnej [1]. Choroba ta cechuje si¢ wysoka ztozono$cig patomechanizmu,
obejmujaca zaburzenia neuroprzekaznictwa, zmiany strukturalne w mozgu oraz dysfunkcje
procesOw neurogenicznych. Mimo dostepnosci wielu lekow przeciwdepresyjnych, w tym
najczesciej stosowanych selektywnych inhibitorow wychwytu zwrotnego serotoniny (ang.
selective serotonin reuptake inhibitor, SSRIS), ich skuteczno$¢ pozostawia wiele do zyczenia —
jedynie okoto 60—70% pacjentow doswiadcza poprawy, a okoto 30—40% nie reaguje na leczenie
farmakologiczne. Dodatkowo, dtugi okres latencji (zazwyczaj 2—4 tygodnie) stanowi istotne
ograniczenie w terapii, szczegolnie w przypadkach cig¢zkich epizodow depresji (ang. major
depressive disorder, MDD), co pokazuje konieczno$¢ poszukiwania nowych strategii

terapeutycznych.
3.3.1.1 Rola uktadu serotoninergicznego w depresji

Nieprawidlowosci w funkcjonowaniu uktadu serotoninowego (odpowiedzialnego za
regulacje nastroju, emocji i funkcji poznawczych) sa zwigzane z rozwojem réznych zaburzen
psychicznych, takich jak depresja, choroba afektywna dwubiegunowa, zaburzenia lekowe oraz
schizofrenia [1,2]. Od momentu zidentyfikowania serotoniny (5-HT) jako neuroprzekaznika o
kluczowym znaczeniu dla o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN), uktad serotoninergiczny
stat si¢ jednym z gtéwnych celem w badaniach nad patofizjologia tych chorob. Gtowne strategie
terapeutyczne w farmakoterapii depresji koncentruja si¢ na modulacji funkcji transportera

serotoniny (SERT) oraz receptoréw serotoniny, a szczeg6lnie 5-HT1aR.

SERT odgrywa kluczowa role w regulowaniu poziomu 5-HT w szczelinie synaptycznej
poprzez umozliwienie jej wychwytu zwrotnego do neuronéw presynaptycznych. Hamowanie
SERT prowadzi do wzrostu stezenia 5-HT w synapsach, co nie tylko wzmacnia neurotransmisje

serotoninergiczng, ale takze posrednio moduluje szlaki dopaminergiczne.



Receptor 5-HT1a funkcjonuje jako autoreceptor presynaptyczny w neuronach jader szwu, gdzie
reguluje uwalnianie serotoniny, oraz jako receptor postsynaptyczny, odpowiadajacy za
transmisj¢ serotoninergiczng w obszarach korowo-limbicznych. Pobudzanie presynaptycznych
autoreceptorow prowadzi do zmniejszenia aktywnosci uktadu serotoninergicznego, podczas
gdy ich desensytyzacja jest kluczowym etapem dla skutecznosci terapii przeciwdepresyjnej,

odpowiedzialnym za skrdcenie czasu latencji.
3.3.1.2 Nowe kierunki projektowania lekow przeciwdepresyjnych

Jednym z gléwnych ograniczen obecnych terapii, opartych na selektywnych
inhibitorach wychwytu zwrotnego serotoniny, jest ich jednokierunkowy mechanizm dziatania
farmakologicznego. Podejscie to, skupione na pojedynczym celu molekularnym, nie
uwzglednia ztozonosci patofizjologii depresji, ktora wynika z dysregulacji ztozonych szlakow
biochemicznych. Dane literaturowe wskazuja, ze rozwoj wielofunkcyjnych ligandow (ang.
multi target directed ligands, MTDLS), zdolnych do jednoczesnego oddziatywania z kilkoma
celami molekularnymi, moze znaczaco zwigkszy¢ skutecznos¢ farmakoterapii w MDD. Takie
podejscie pozwala nie tylko na skrocenie okresu latencji dziatania terapeutycznego, lecz takze
na zwigkszenie jego efektywnosci w poréwnaniu do najczesciej stosowanych SSRI. Rozwdj
prac badawczych nad wielofunkcyjnymi ligandami z dodatkowg aktywnos$cia wobec innych
receptorow serotoninowych, takich jak 5-HT2a, 5-HTs, 5-HT7, dopaminowych D: lub
transporterow monoaminergicznych NET 1 DAT otworzylo nowe mozliwo$ci w leczeniu

depresji 1 innych zaburzen o podlozu psychiatrycznym.

Przyktadem potwierdzajagcym skutecznos$¢ tej strategii jest wprowadzenie pierwszego leku
SPARI (ang. serotonin partial agonist reuptake inhibitor) o podwojnej aktywnosci —wilazodonu
Rysunek 1, bedacego agonistg receptorow 5-HTia oraz inhibitorem SERT co stanowito
przetom w farmakoterapii depresji. Jego mechanizm dziatania polegajacy na desensytyzacji
presynaptycznych receptorow 5-HTia z jednoczesnym wzmacnianiem transmisji
serotoninergicznej poprzez receptory postsynaptyczne, pozwolit na szybsze osiggniecie efektu

terapeutycznego [2].

Opisanych jest wiele innych lekow stosowanych w chorobach OUN, ktére maja powinowactwo
do receptora 5-HT1a i innych celow molekularnych a efekt terapeutyczny ktory obserwujemy
jest sumg tych oddziatywan - Rysunek 1 [3-8], co $wiadczy to duzym potencjale i znaczeniu

tych ligandéw przy projektowaniu nowych skutecznych lekow.
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Rysunek 1 Leki zarejestrowane, o profilu dziatania czeSciowego agonisty receptora 5-HT1a [5-8].

Warto zaznaczy¢, ze w badaniach nad skutecznymi terapiami depresji, coraz wigksza
uwage poswieca si¢ ukladowi dopaminergicznemu, ktéry jest zaangazowany w regulacje
roznych funkcji, takich jak nastrdj, motywacja i percepcja [9]. Badania przedkliniczne i
kliniczne wskazuja, ze zaburzenia aktywnosci serotoninergicznej w obrebie osrodkowego
uktadu nerwowego sa kluczowymi czynnikami w depresji jednak inne neuroprzekazniki
monoaminowe, takie jak dopamina (DA), bezspornie réwniez odgrywaja rolg w tym procesie.
Wiele objawéw obserwowanych w depresji (np. anhedonia) jest zwigzanych z dysfunkcja
metabolizmu dopaminy, szczegdlnie z obnizong toniczno$cig wyladowan neurondw
dopaminergicznych, wywotang przez aktywacje inferolateralnej kory przedczotowej (ilPFC)
[10]. Przyjmuje sig, ze receptory 5-HT posrednio modulujg uwalnianie dopaminy z neuronow
[11]. Ponadto, leki jednoczesnie oddziatujace na receptory D2 1 5-HT1a moga mie¢ korzysci w
farmakoterapii schizofrenii (Rysunek 1) [12]. Badania kliniczne wykazaly, ze skojarzenie

agonistow 5-HT1az neuroleptykami klasycznymi lub atypowymi moze zwigkszy¢ ich dzialanie



przeciwpsychotyczne, szczego6lnie w kontekscie redukcji deficytow poznawczych [13,14]. Leki
takie jak arypiprazol (czgsciowy agonista receptora 5-HT1a, D2 i D3; antagonista receptora 5-
HT2a; inhibitor SERT), brekspiprazol (czgsciowy agonista receptora 5-HT1a, D2 i D3 oraz
antagonista receptorow 5-HT2a, 5-HT2g i 5-HT7) i kariprazyna (cz¢Sciowy agonista receptora
5-HT1a, D2 i D3 oraz antagonista receptora 5-HT2a) modulujg zaréwno neurotransmisje
serotoninergiczna, jak i dopaminergiczna, wywolujac efekty przeciwdepresyjne [15,16].
Dodatkowo zmniejszajg nasilenie objawow negatywnych czgsciowo poprzez receptory 5-HTa,

wywolujac rownoczesnie tagodniejsze objawy pozapiramidowe [12].

Rola receptoréw 5-HToa | D2 w terapii zardbwno schizofrenii, jak i depresji jest dobrze
udokumentowana [12,17,18]. Mowi sie w tym Kkontekécie o znaczgcym wzajemnym
oddziatywaniu szlakow dopaminergicznych 1 serotoninergicznych. Wplyw na receptory
serotoninowe, moze leze¢ u podstaw objawoéw kognitywnych i negatywnych wystepujacych w
psychozach i zaburzeniach nastroju [19,20]. Klozapina, pionierski lek w grupie atypowych lekow
antypsychotycznych o znanej skuteczno$ci wobec objawdw negatywnych, dziata jako antagonista
receptoréow 5-HT2a. Jej powinowactwo do receptora D: jest znacznie nizsze w porownaniu do
neuroleptykow klasycznych. Podobne wlasciwosci wykazuja inne atypowe leki antypsychotyczne:
olanzapina, risperidon, zotepina, sertindol, kwetiapina, czy ziprasidon, na ktorych odkrycie znaczny
wplyw miata hipoteza Meltzera i wsp., iz zwiazki z tej grupy powinny posiada¢ odpowiedni
stosunek pKi 5-HT2a/D> (tzw. Indeks Meltzera) [19,21]. Przyktadem leku przeciwdepresyjnego o
profilu farmakologicznym obejmujacym cze§ciowy agonizm receptora 5-HTia oraz
antagonizm receptorow D, 5-HToa 1 5-HT7 jest lurasydon (Rysunek 1), ktory zostat
zatwierdzony przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA) w czerwcu 2013 roku
do leczenia ostrej fazy depresji dwubiegunowej [22]. Powyzsze przyktady pokazuja, ze
podejscie wielocelowe wykorzystuje te interakcje synergistyczne przy projektowaniu lekow

jest obecnie bardzo znaczace.

Szczegolnie obiecujagce wydajg si¢ badania nad nowymi lekami przeciwdepresyjnymi
majacymi powinowactwo do SERT/5-HT1a/5-HT7. Stwierdzono, Ze jednoczesne podawanie
lekéw z grupy SSRI oraz selektywnego antagonisty receptora 5-HT7 (SB-269970) zwigkszato
dziatanie przeciwdepresyjne SSRI w modelach zwierzgcych [23]. Co wigcej, wspolczesne
badania udowodnity, ze wortioksetyna (Rysunek 1) jest jedynym lekiem przeciwdepresyjnym
wykazujagcym dziatanie poprawiajace funkcje poznawcze, co zostalo powigzane z

blokowaniem receptora 5-HT7 [4,23].
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W ostatnim czasie coraz wigksze zainteresowanie budzi takze inny receptor serotoninowy — 5-
HTs — jako istotny cel terapeutyczny wplywajacy na procesy uczenia si¢ i pamigci. W
rzeczywistosci wykazano, ze modulatory receptora 5-HTs w statystycznie istotny sposob

poprawiajg funkcje poznawcze [24,25].

Inng wazng strategig terapeutyczng w leczeniu depresji opornej na leczenie jest
projektowanie zwigzkow, ktore sg ligandami dla transporterow monoaminergicznych (ang.
monoamine transporters, MAT), w szczegolnosci SERT, transporter norepinefryny (NET) oraz
transporter dopaminy (DAT) [26]. Lewomilnacipran (Rysunek 2), zatwierdzony w 2013 roku,
jest najnowszym inhibitorem wychwytu zwrotnego serotoniny i norepinefryny (ang. serotonin
norepinephrine reuptake inhibitor, SNRI) o unikalnym profilu farmakologicznym,
wykazujacym okoto dwukrotnie wyzsza skuteczno$¢ dla NET niz dla SERT. Bupropion
(Rysunek 2), sklasyfikowany jako inhibitor wychwytu norepinefryny i dopaminy (ang.
norepinephrine dopamine reuptake inhibitor, NDRI), zostat rowniez zatwierdzony do leczenia

ciezkich zaburzen depresyjnych [26].

0 |
>‘/H cl o N o
OLQ 58
o o "7

H,N
bupropion; NDRI toludeswenlafaksyna; SNDRI lewomilnacipran; SNRIs
Rysunek 2 Przyktadowe leki przeciwdepresyjne MATS.
Dowody z badan na zwierzgtach sugeruja, ze bupropion podawany jednoczes$nie z lekami SSRI
moze zwigkszy¢ ich skuteczno$¢ [27]. Aktualne badania podkreslajg, ze inhibitory wychwytu
zwrotnego serotoniny, norepinefryny i dopaminy (ang. serotonin norepinephrine dopamine
reuptake inhibitor, SNDRI) sa obiecujagcymi zwigzkami chemicznymi do leczenia depres;ji.
Kilka z nich znajduje si¢ obecnie na roznych etapach badan klinicznych. Na przyktad
toludeswenlafaksyna (znana wczesniej jako ansofaxyna, Rysunek 2) byta pierwszym lekiem z
grupy SNDRI zatwierdzonym w Chinach (2022) i obecnie jest badana przez Agencje ds.
Zywnosci i Lekow [28].

Na podstawie opisanych powyzej mechanizméw dziatania 1 wynikow badan nad
ligandami o polifarmakologicznym profilu receptorowym i wysokim powinowactwie do
receptora 5-HT1a oraz SERT mozna stwierdzi¢, ze zastuguja one na szczego6lng uwage jako

potencjalne nowe leki. Depresja i schizofrenia to ztozone zaburzenia neurologiczne, ktore maja
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wiele roznych objawow, dlatego wprowadzenie lekéw wielokierunkowych stato sig
powszechnie stosowanym podejSciem terapeutycznym [29]. W odpowiedzi na te potrzeby
opracowatam zalozenia wtasnych badan, ktérych celem bylo projektowanie i synteza nowych

zwiazkow o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu zaburzen osrodkowego uktadu nerwowego.

3.3.2 Cel naukowy

Celem naukowym prowadzonych przeze mnie badan byto zaprojektowanie oraz synteza
nowych zwigzkow o potencjalnym dziataniu na choroby osrodkowego uktadu nerwowego z
aktywno$cig wobec transportera serotoniny (SERT), receptorow 5-HTia i innych celéw
molekularnych. Realizacja celu byta mozliwa dzigki wytypowaniu struktury wiodgcej howych
pochodnych o wysokim powinowactwie do receptoréw 5-HTia i SERT, z jednoczesnym
zwigkszeniem ich stabilno$ci metabolicznej, ocenie ryzyka kardiotoksyczno$ci, poprawg
profilu farmakokinetycznego oraz opracowaniu nowych metod syntezy i oczyszczania. Zwigzki
te zostaly zaprojektowane jako potencjalne leki przeciwdepresyjne o wieloprofilowym

dziataniu farmakologicznym, ktore mogtyby przezwycigzy¢ ograniczenia obecnych terapii.

3.3.3 Omoéwienie wynikow
[H1] “Novel 4-aryl-pyrido[1,2-c]pyrimidines with dual SSRI and 5-HT1a activity.
Part 4”

Poczatkiem moich badan nad otrzymaniem nowych zwigzkéw 0 wysokim
powinowactwie do receptorow 5-HT1a | SERT byto dotaczenie do zespotu pracujacego nad
grupg pochodnych pirydo[1,2-c]pirymidyny. Pochodne 4-arylo-pirydo[1,2-c]pirymidyno-1,3-
dionu i 4-arylo-5,6,7,8-tetrahydropirydo[1,2-c]pirymidyno-1,3-dionu (Rysunek 3), zostaty
zaprojektowane, jako ligandy receptora 5-HTia w grupie LCAPs [30-32]. Moim celem
naukowym byta zmiana Kierunku dziatania farmakologicznego pochodnych pirydo[1,2-
c]pirymidyny przez zaproponowanie takich modyfikacji struktury, ktore poprawityby
powinowactwo otrzymanych zwigzkéw do SERT z zachowaniem bardzo dobrej aktywnosci

wzgledem receptora 5-HT1a.
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Rysunek 3 Wzor ogoélny pochodnych pirydo[1,2-c]pirymidyno-1,3-dionu seria 1 [31,32] pochodne
pirydo[1,2-c]pirymidyno-1,3-dionu seria indoloalkiloaminy (seria 2[33-35] oraz seria 3 [36].

Analizujgc dane literaturowe w obszarze ligandow transportera serotoniny oOraz jego
farmakofor bratlam udziat w tworzeniu koncepcji przeprojektowan struktury wiodacej
pochodnych pirydo[1,2-c]pirymidyn (Rysunek 3). Wynikiem tych rozwazan byla teza, ze
wprowadzenie w miejsce reszty arylopiperazyny reszty indoloalkiloaminy: 3-(piperydyn-
4-ylo)-1H-indolu i  3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu,  poprawi ich
powinowactwo do transportera serotoniny. Bylo to nowe podejscie do projektowania
zwigzkoéw o podwojnej wigzalnosci do 5-HT1a/SSRI w grupie pochodnych indoloalkiloamin a
efektem tej strategii bylo otrzymanie serii 1-3 aktywnych ligandow SERT [33-35].
Rozwijatam te badania i wspotprojektowatam nowe pochodne pirydo[1,2-c]pirymidyn serii 3
(Rysunek 3) majac na uwadze, ze analiza SAR (ang. structure-activity relationships) wynikow
dla serii 2 wykazata istotny wptyw podstawienia reszty indolowej w pozycji Rz oraz grupg
metoksy w pozycji Rs (Rysunek 3). Podstawienie w Rs powodowato znaczny spadek
powinowactwa zwigzkoéw do receptora 5-HT1a serotoniny [33], dlatego projektujac nowa serie¢
3 - pochodne 8.1-32 (symbole wedlug publikacji [H1]), zdecydowatam si¢ z niego
zrezygnowaé¢. Dodatkowym celem moich badan byla ocena wplywu podstawnika
halogenowego w pozycji Rs w pierScieniu indolu na wiasciwosci biologiczne i trwalosc
metaboliczng zaprojektowanych pochodnych 5-fluoro-, 5-chloro- lub 5-bromo-3-(1,2,3,6-
tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolowu seria 3 (Rysunek 3). W badaniach biologicznych in
vitro dla zwiazkow 8.1-32 [H1] oznaczylam ich wigzalno$ci z receptorem 5-HTia oraz
biatkiem transportera serotoninowego SERT. W kolejnym etapie badatam trwatosc

zsyntetyzowanych zwigzkow w fazie pierwszego przejscia (badania ADME).

Pierwszym etapem moich badan byta wicloetapowa synteza zaprojektowanych
pochodnych 8.1-32 wedtug Schemat 1. Otrzymatam wszystkie zaplanowane pochodne z dobra
wydajnoscig. Struktura otrzymanych pochodnych zostala potwierdzona metodami

spektrometrycznymi HRMS oraz spektroskopowymi NMR.
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Schemat 1 Synteza zaplanowanych pochodnych pirydo[1,2-c]pirymidyny 8.1-32. Reagenty i warunki
reakcji (i) 2-bromopirydyna, KOH, DMSQO, 50 °C, 12h; (ii) H.SO.,CH3COOH, 100 °C, 1h; (iii) weglan
dietylowy, EtONa, EtOH, 80°C, 6h; (iv) 1,4-dibromobutan, K,COs, aceton; 60 °C, 2h (v) acetonitryl,
K2COs3, K, 82 °C.

W wyniku przeprojektowan otrzymatam szereg nowych pochodnych 4-arylo-pirydo[1,2-
c]pirymidyny, ktorych powinowactwo do receptora 5-HT1a i SERT ocenitam w badaniach
radioreceptorowych in vitro, ktore zostaly zrealizowane dzigki wspotpracy z Zakladem
Neurobiologii Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii Nauk i Katedra Farmakobiologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie. Badanie to zostato
przeprowadzone wedhug opisanych procedur [35,37-39]. Analiza SAR uzyskanych wynikow
badan wigzalno$ci zwigzkow 8.1-32 do receptoréw 5-HT1a oraz SERT (najwazniejsze wyniki
zebrano w Tabela 1) pozwolita mi dokona¢ oceny wplywu na powinowactwo receptorowe:
podstawnikow halogenowych Rz w cze$ci indolowej (podstawniki F, Cl, Br), stopnia nasycenia
pierscienia pirydyny ugrupowania 3-(piperydyn-4-ylo)-1H-indolowego oraz podstawnikow w
pozycji orto lub para w pierscieniu arylowym uktadu pirydo[1,2-C]pirymidyny.
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Tabela 1 Wyniki badan radioreceptorowych powinowactwa do SERT i 5-HT1a pochodne 3-piperydyn-
4-ylo-1H-indolu (skr6t HHPI) i pochodnych 3-(1,2,3,6-tetrahydropyrydyn-4-ylo)-1H-indolu (skrot
THPI) Schemat 1.

R1 R2 Rs3 Ki5-HT1a [nM] Ki SERT [nM]
8.1 H H F HHPI 124 15,6
8.4 H F F HHPI 12,8 19,4
8.5 F H F HHPI 9,2 25,7
8.7 OCHs H F HHPI 5,6 20,7
8.11 H Cl F THPI 265,1 58,2
8.12 H F F THPI 219,7 11,3
8.13 F H F THPI 115,5 3,9
8.14 Cl H F THPI 127,3 5,2
8.15 CHs H F THPI 295,0 58,8
8.16 OCHs H F THPI 2515 20,8
8.24 OCHs H Cl THPI 97,8 717,9
8.29 H F Br THPI 79,1 403,6
8.32 OCH3s H Br THPI 331 1200,0

Otrzymane ligandy wykazaty w badaniach receptorowych podwodjna aktywnosé
posiadajac powinowactwo od bardzo wysokiego do umiarkowanego do receptorow 5-HTia
oraz od bardzo wysokiego do stabego do SERT. Sposrod grupy badanych pochodnych zwigzki),
8.1 (Ki5-HT1a=12,4 nM, Ki SERT = 15,6 nM), i 8.4 (K;5-HT1a= 12,8 nM, K; SERT =19,4
nM) 8.5 (Ki5-HT1a= 9,2 nM, K; SERT = 25,7 nM, 8.7 (K;5-HT1a = 5,6 nM, Ki SERT = 20,7

nM) charakteryzowaty si¢ najlepszym powinowactwem receptorowym.

Oceniajac uzyskane wartosci powinowactwa do receptoréw 5-HT1a oraz transporterow SERT
stwierdzitam, iz najkorzystniejszy wptyw na wigzalno$¢ ligandow do obydwu wymienionych
biatek miata obecno$¢ reszty 5-fluoro-3-(piperydyn-4-ylo)-1H-indolowej oraz obecnos¢ grupy
metoksy Iub atomu fluoru w polozeniu para w reszcie arylowej uktadu 4-arylo-
pirydo[1,2-c]pirymidyny. Obecno$¢ atomoéw chloru lub bromu w pozycji Rz uktadu
ugrupowania 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu wplywa na zmniejszenie

wigzalnosci z biatkami transporterow SERT, ale jednoczes$nie pochodne z Rz = -Cl lub -Br
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wielokrotnie wykazywaty lepsze powinowactwo do receptora 5-HTi1a w poréwnaniu do ich

analogoéw z Rz = -F, 8.16 vs 8.24 vs 8.32 (Tabela 1).

W  Dbadaniach stabilno$ci metabolicznej ADME (ang. absorption-distribution-
metabolism-elimination), przy uzyciu ludzkich mikrosoméw watrobowych i NADPH, po 60
minutach inkubacji od 50 do 65% wszystkich badanych zwiazkoéw pozostato niezmienionych.
Analiza zaleznosci struktura-stabilno$¢ metaboliczna ujawnita, ze najbardziej podatne na
metabolizm okazaty si¢ pochodne 8.11 i 8.29 (w pozycji R1 — wodor, Rz i Rs — halogen),
natomiast zastgpienie podstawnika R, = halogenowego wodorem spowodowato zwigkszenie
stabilnosci. Najstabilniejszym zwigzkiem byt 8.16, zawierajacy grupe metoksy w Ri, cO w
poréwnaniu z analogiem 8.15 (posiadajacym grupe metylowa W Ri) wskazuje na efekt

stabilizujacy, cho¢ mechanizm ten nie wystgpowat jednoznacznie we wszystkich przypadkach.

Badania w grupie pochodnych pirydo[1,2-c]pirymidyny kontynuowatam badajac
wplyw zastgpienia reszty indoloalkiloaminy: 3-(piperydyn-4-ylo)-1H-indolu i 3-(1,2,3,6-
tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu reszta 2-(piperazyn-1-yl)chinoliny. Bralam udziat w
projekcie, w ramach ktorego wspotprojektowatam i wspotsyntetyzowatam seri¢ pochodnych 2-
(piperazyn-1-yl)chinoliny. Nastepnie okresliliSmy ich aktywno$¢ przeciwdepresyjng w
modelach zwierzecych in vivo, wyniki te zostaty opisane w publikacji [D1] — ,,Novel 4-aryl-
pyrido[1,2- c]pyrimidines with dual SSRI and 5-HT:a activity. Part 5” [40]. Analiza SAR
wykazata, ze wprowadzenie reszty 2-(piperazyn-1-yl)chinoliny nie poprawito wigzalnosci z
SERT w pordéwnaniu do pochodnych indoloalkiloaminy opisanych we wcze$niejszych pracach
[H1], badane zwigzki nie wykazywaly tez aktywnosci przeciwdepresyjnej w testach in vivo.
Pochodne pirydo[1,2-c]pirymidyny byly takze przedmiotem badan, ktore dotyczyly
opracowania nowej metody przygotowania probek do badan stabilno$ci metabolicznej z
uzyciem zminiaturyzowanego, drukowanego w 3D sorbentu, wyniki te zostaly opisane w
publikacji [D2] — ,,Understanding performance of 3D-printed sorbent in study of metabolic
stability”’[41]. W publikacjach [D1] i [D2] jestem wspotautorem, natomiast nie sg on¢ czgsciag

cyklu “osiagnigcie naukowe” niemniej pozostaja z nim tematycznie powigzane.

Podsumowujac, przeprowadzone przeze mnie badania nad zwigzkami o
podwdjnej aktywnoSci wzgledem receptoréw 5-HTia oraz transportera serotoniny
(SERT) w grupie pochodnych pirydo[1,2-c]pirymidyny zdefiniowaly kierunek moich
dalszych badan nad poszukiwaniem potencjalnych lekéw przeciwdepresyjnych. Poniewaz
wyniki SAR opisane przeze mnie w [H1] doprowadzity do niejednoznacznych wnioskow. Z
jednej strony modyfikacja struktury wiodacej w czesci farmakoforowej polegajaca na
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wprowadzeniu reszty 3-(piperydyn-4-ylo)-1H-indolu i 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-
1H-indolu oraz rezygnacja z podstawnika w pozycji Rs (Rysunek 3) pierscienia indolowego
okazata si¢ trafna, co skutkowalo wyraznym zwigkszeniem powinowactwa do receptora 5-
HT:ai SERT. Z drugiej strony, wpltyw podstawienia halogenowego w pozycji R3 pierScienia
indolowego na jednoczesne oddziatywanie z receptorami 5-HT1a oraz SERT wymagat dalszych
badan. W zwiazku z tym, kontynuujac poszukiwania zwigzku o aktywnoSci
przeciwdepresyjnej, podjelam decyzj¢ o radykalnym przeprojektowaniu fragmentu
pirydo[1,2-c]pirymidynowego. Istotnym dla mnie spostrzezeniem byta réwniez wysoka
stabilno$¢ metaboliczna otrzymanych pochodnych serii 3, co miato znaczenie w dalszych
etapach optymalizacji struktury zwiazkéw z ukladem 3-(piperydyn-4-ylo)-1H-indolu i 3-
(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu.

[H2] “Synthesis and biological evaluation of novel pyrrolidine-2,5-dione derivatives

as potential antidepressant agents. Part 1”

Wyniki uzyskane podczas moich badan nad pochodnymi pirydo[1,2-c]pirymidyny
oraz analiza danych literaturowych dotyczaca ligandéw receptora 5-HTia i SERT
stanowily punkt wyjscia do sformulowania nowej koncepcji badan i zaprojektowania
przeze mnie nowej serii zwigzkéw o podwdjnej wigzalnosci z 5-HTi1a i SERT -
pochodnych pirolidyno-2,5-dionu zawierajacych reszte 3-(piperydyn-4-ylo)-1H-indolu
lub 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu - Rysunek 4.

Projektujac zwigzki tej serii analizowatam modele farmakoforowe ligandow 5-HT1a i SERT,
czego efektem byta moja decyzja o zachowaniu w strukturze pochodnych pirolidyno-2,5-dionu
elementow istotnych dla powinowactwa do receptora 5-HT1a, czyli:

- zasadowego atomu azotu kluczowego dla wytworzenia oddziatywania jonowego z Asp116 w
miejscu aktywnym receptora 5-HT1a;

- pier$cienia aromatycznego tworzacego oddziatywanie hydrofobowe w miejscu aktywnym;

- imidowej grupy karbonylowej zdolnej do wytworzenia wigzania wodorowego W miejscu
aktywnym [42].

Molekute pochodnych pirolidyno-2,5-dionu podzielitam na trzy obszary A, B i C Rysunek 4.
Rozpoczynajac badania nad optymalizacja oddziatywania z receptorem 5-HT1a | SERT, ich
obszary B i C poddatam licznym przeprojektowaniom w celu zbadania ich wplywu na

powinowactwo do wymienionych celéw molekularnych.
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Rysunek 4 Zwiazki o udowodnionym powinowactwie do SERT lub/i 5-HTa, ktore postuzyly do
zaprojektowania struktury wiodacej. (I) —pochodne pirydo[1,2-c]pirymidyny [33][H1], (I1) —buspiron,
(1) — pochodne naftalenosulfonowe [43], (IV) — pochodne 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-
indolu [44], (V) — NAN170 [45], (V1) — pochodne benzofuranu [46].

Obszar A to czg$¢ o charakterze imidu cyklicznego. Dokonatam przeprojektowania w obszarze
czesci pirydo[1,2-c]pirymidyny 1 (Schemat 1) zastgpujac ja uktadem 3-(1H-indol-3-
ilo)pirolidyno-2,5-dionu. Projektujac ligandy 5-HT1a duzo uwagi badacze poswiecali grupie
pochodnych 4-(w-alkilo)-1-arylopiperazyny, w ktorych w pozycji w tancucha alkilowego jest
uktad amidu lub imidu. Do tej grupy naleza np.: buspiron (I11), NAN-190 (V), gepiron (3),
MM199 (4) MM77 (5), MP349 (6) —Rysunek 4 [45,47]. Zgodnie z tymi wynikami badan,
obecnos$¢ grupy imidowej oraz jej lipofilowy charakter wptywaja na stabilizacje kompleksu
ligand-receptor poprzez interakcje dipol-dipol oraz m-m. Ponadto jej struktura oraz steryczne
utozenie moga odgrywac istotng role w selektywnosci wzgledem receptorow 5-HT1a oraz oz
[48-50] Tworzy ona rowniez bezposrednie oddziatywania z receptorem, co moze dodatkowo

wplywac na jego stabilizacj¢ oraz selektywnos$¢ wigzania [45,51].

Obszar B to tacznik alkilowy Rysunek 4. Jako jedna z modyfikacji wprowadzitam tancuch
dwu-, trzy- lub czteroweglowy w celu zbadania wptywu jego dtugosci na aktywnos¢ zwigzkow
o podwojnej wigzalnosci do 5-HT1a/SSRI, zgodnie z wczes$niejszymi wynikami badan.
Obecnie uwaza si¢, ze to nie hydrofobowy charakter tancucha determinuje oddziatywanie
zwigzku z receptorem, lecz przede wszystkim odlegtos¢ oraz sposob utozenia przestrzennego

molekuty, w tym gigtko$¢ lub sztywnos¢ alkilowego [42,43,52].
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Obszar C to w zaprojektowanych przeze mnie zwigzkach uktad 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-
4-ylo)-1H-indolu (skrot THPI) lub 3-(piperyd-4-ylo)-1H-indolu (skrot PPI), farmakofor dla
ligandow 5-HT1a | SERT [53]. Uklad ten stanowi integralng czg¢$¢ struktury zwigzkow
wykazujacych dziatanie wielokierunkowe na osrodkowy uktad nerwowy, w tym réwniez na
inne receptory serotoninowe. Liczne badania potwierdzajg jego wysokie powinowactwo oraz
kluczowa role w wigzaniu z receptorami 5-HT1a oraz transporterem serotoniny (SERT), w tym
takze wyniki badan przedstawione przeze mnie w [H1]. Powinowactwo tego uktadu do SERT
zostalo udokumentowane w badaniach prowadzonych m.in. przez Matzena 1 wsp., Deskusa i
wsp., Venkatesana i wsp. oraz van Hesa i wsp. [53-56].

W celu otrzymania zaprojektowanych pochodnych 15-38 opracowatam ich
wieloetapowa metode syntezy chemicznej zgodnie ze Schemat 2. Opracowana i
optymalizowania przeze mnie metoda syntezy pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-
2,5-dionu pozwolila na otrzymanie duzej biblioteki zwiazkow, stanowila prosty, tani i
bardzo skuteczny sposéb otrzymywania ligandéw o obiecujgcej aktywnosci biologicznej
wzgledem 5-HT1a | SERT, ktéra moze by¢ stosowana do syntezy innych serii pochodnych
z lacznikiem alkilowym (wskazuje na to posrednio liczba cytowan dla artykulu [H2] = ok
40). W pierwszym etapie w wyniku kondensacji maleimidu z indolem wobec lodowatego
kwasu octowego uzyskatam produkt 1 (numeracja zwigzkow zgodna z [H2]). Jest to
modyfikacja reakcji addycji Michaela opisana przez Macor et al. [57-59]. Do syntezy
zwigzkow koncowych niezbedne byto otrzymanie trzech szeregow syntonow:

- N- bromoalkilowych pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu 2—-4;

- pochodnych 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu (THPI);

- pochodnych 3-(piperydyn-4-ylo)-1H-indolu (PPI).

R,=H, Cl, Br, F, OCH,
2-4

n=0,1,2
1

NH Ry

Qj)iduh 5

15-38 7-14

IZ

Schemat 2 Synteza pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu 15-38 [H2]. Odczynniki i
warunki reakcji: (i) CHsCOOH (ii) BrCH2(CH:),CH:Br (n =0, 1 lub 2), K2COs, aceton (iii) K2COs, KI
(kat.)» CH?CN
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Opracowatam metode oczyszczania pochodnych pirolidyno-2,5-dionu 15-38 — aby
uzyska¢ probki analityczne do dalszych badan biologicznych. Zastosowatam chromatografi¢
kolumnowa flash lub grawitacyjna, uzywajac mieszaniny dichlorometanu i metanolu w r6znych
proporcjach jako eluentu, w kilku przypadkach przeprowadzitam krystalizacj¢ z eteru
etylowego. Strukture chemiczng zwigzkow potwierdzitam na podstawie widm 'H NMR i *C
oraz HRMS.

Otrzymane zwiazki 15-38 poddatam analizie w badaniach radioreceptorowych in vitro,
obejmujgcych test wigzania z receptorem 5-HT1a Oraz transporterem serotoniny (SERT). Aby
moc oceni¢ ich selektywno$¢ oraz ich potencjalng aktywno$¢ wobec innych celow
molekularnych, zaplanowatam dodatkowe badania ich powinowactwa do receptorow 5-HT2a,
5-HTe, 5-HT7 oraz D,. Badania biologiczne in vitro zrealizowatam dzigki wspotpracy z
Zakltadem Chemii Lekoéw Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie oraz Katedra
Farmakobiologii na Wydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, najwazniejsze wyniki zebrano w Tabela 2.

Tabela 2 Powinowactwo do SERT i 5-HT1a pochodnych 15-38, seria 3-(1,2,3,6-tetrahydropyrydyn-4-
ylo)-1H-indolu (THPI) i 3-piperydyny-4-ylo-1H-indolu (PPI) Schemat 2.

Ki+ SEM [nM]
compound R1 n seria
5-HT1a SERT

15 H THPI 125+1.7 11.3+0.6
18 F THPI 176+29 20.0+0.7
19 OCH;s THPI 3.2+0.2 46.2+25
20 H THPI 161.4+175 40=+0.1
23 F THPI 106.3+7.2 5.2+0.7
28 F THPI 371.7+32.1 68.4+3.8
30 H PPI 15.7+2.0 57+0.5
31 F PPI 75+0.6 505.0 £49.0
32 OCH;s PPI 22+0.7 210.0+18.0
37 F PPI 8.1+0.9 381.0+36.0
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Zaprojektowane przeze mnie pochodne pirolidyno-2,5-dionu okazaly sie bardzo
obiecujace, poniewaz wykazywaly bardzo dobra wigzalnos$ci zarowno z receptorem 5-
HT1a jak i SERT, szczegolnie pochodne 15 i 30 stanowily dobry punkt wyjscia do dalszych
badan nad lekami przeciwdepresyjnymi, a ich aktywno$¢ byla poréwnywalna z
najnowszymi lekami przeciwdepresyjnymi wilazodonem (Ki SERT = 1,9 nM; 5-HT1a =
9,7) i wortioksetyna (Ki SERT = 1,6 nM; 5-HT1a = 15,0).

Na podstawie uzyskanych wynikdéw zaobserwowatam zalezno$ci struktura-aktywnos¢. Badajac
wplyw zmiany dlugosci tancucha na wigzalno$¢ do receptora 5-HT1a i transportera SERT
stwierdzitam, ze dla uzyskania dobrej wigzalnosci do receptora i transportera najbardziej
optymalny jest tagcznik czteroweglowy. Wprowadzenie tacznika dwuweglowego powoduje
spadek powinowactwa do receptora 5-HT1a | SERT.

Jak wykazata przeprowadzona przeze mnie analiza SAR wynikow badan in vitro: na
powinowactwo do 5-HTia i SERT zwigzkéw 15-38, duzy wplyw ma obecno$¢ wigzania
podwdjnego w pierscieniu pirydynowym (seria THPI). Seria zwigzkow THPI 15-29 generalnie
wykazuje duzo wigksze powinowactwo do SERT, podczas gdy seria zwigzkow PPI 30-38
wykazuje duzo wigksze powinowactwo do receptora 5-HTi1a w poréwnaniu do seriit THPIL
Analizowatam wptyw podstawnikow w Ri w pozycji C5 1H-indolu w cz¢$ci C molekuty,
zarbwno w serii THPI jak i PPI stwierdzilam, ze dla uzyskania zwiazku o podwodjnej
wigzalnos$ci istotne jest podstawienie w Ry atomem fluoru lub grupa metoksy.

Analizujac wyniki przedstawione w [H2], stwierdzitam, ze w badanej grupie pochodnych cz¢s$¢
zwigzkéw wykazuje bardzo wysokie powinowactwo wylacznie do transportera serotoniny
(SERT) lub wylacznie do receptora 5-HTia. Ponadto zaobserwowatam Scista zaleznos¢ tej
selektywnosci od struktury chemicznej badanych zwigzkow. To spostrzezenie bylo dla mnie
istotne, poniewaz otwieralo mozliwo$¢ zastosowania zaprojektowanych przeze mnie
pochodnych w innych obszarach terapeutycznych, takich jak leki anksjolityczne,
przeciwpsychotyczne, przeciwbdlowe czy jako narzedzia farmakologiczne.

Analizowatam wptyw modyfikacji struktury wiodacej zwiazkow 15-38 dla uzyskania zwigzku
o najlepszym powinowactwie do transportera SERT. Najlepsze wigzalnosci wykazuja
generalnie zwiazki z serii THPI, podstawione w R1 = -F lub R1 = -H oraz z tancuchem trzy- i
czteroweglowym w czesci B molekuty. Z kolei najlepsza wiazalno$¢ z receptorem 5-HTia
wykazywaty zwigzki 19 i 32 o tancuchu czteroweglowym podstawione R1 =-OCHs. Ciekawym
wynikiem bylo wysokie powinowactwo do 5-HTia zwigzku 37 (dwuweglowym }gcznik)
podstawiony w pozycji R1 = -F. Co pokazato ze nie powinnam rezygnowaé z tej dtugosci

linkera projektujac kolejne pochodne w tej grupie zwigzkow.
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Aby zweryfikowa¢ potencjat badanej grupy pochodnych jako ligandéw o
polifarmakologicznym profilu, zbadatam je na powinowactwo do receptorow Dz, 5-HT2a, 5-
HTe i 5-HT7 w badaniach in vitro. Zwiazki 31 i 37 (seria PPI), posiadajace w swojej strukturze
uktad 5-fluoro-3-piperydyn-4-ylo-1H-indolu, wykazaty bardzo dobrg wigzalno$¢ z receptorem
D2 i 5-HT2a, co jest ciekawym punktem wyjscia poszukiwania nowych ligandow w terapii
takich choréb jak schizofrenia.

Szukajac wyjasnienia znaczacych réznic w powinowactwie do receptorow 5-HTia
i transportera serotoniny (SERT) wsrod otrzymanych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu,
w zaleznosci od obecnosci pierscienia piperydyny (seria PPI) lub 1,2,3,6-
tetrahydropirydyny (seria THPI) w obszarze C molekuly, przeanalizowalam widma 'H
NMR badanych zwigzkow. Analiza ta ujawnila charakterystyczne cechy konformacyjne,
ktoére moga by¢ pomocne w projektowaniu nowych serii zwigzkow zawierajacych uklad
THPI lub PPI. Struktury te sa powszechnie wykorzystywane w chemii medycznej przy
opracowywaniu ligandéw receptorow serotoninowych. Analizujac wyniki stwierdzitam, ze
uktad serii THPI charakteryzuje si¢ dynamiczng strukturg i szybkim przelgczaniem
konformacyjnym typu krzesto-krzeslo, a jego orientacja przestrzenna zwigzana jest z
mozliwos$cia niekorzystnych oddziatywan z protonami lacznika weglowego. W serii PPI
dynamika zmian konformacyjnych jest mniejsza, co wida¢ w wyraznym rozréznieniu protonow
aksjalnych i ekwatorialnych w pierScieniu piperydyny. Atomy w plaszczyznie pier§cienia (eq)
sg mniej ekranowane przez otaczajacg elektronows gesto$¢ niz atomy aksjalne (ax), co
potwierdzaja widma *H NMR. Dhugo$¢ tancucha alifatycznego wptywa na rotacje fragmentow
A, B, C; w zwiazkach z czteroweglowym tancuchem rotacja jest swobodna, co wida¢ w
widmach jako triplety i kwintety sygnatow, podczas gdy w zwigzkach z dwuwgglowym
tahcuchem rotacja jest ograniczona, co skutkuje multipletami. Réznice w dynamice
konformacyjnej moga wplywac na powinowactwo do receptorOw oraz orientacj¢ czasteczki w
kieszeni wigzacej.

Dla wybranych pochodnych 15, 31 i 32, w ramach wspotpracy z Katedra i Zaktadem
Chemii Lekow Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, wyznaczytam oddziatywania w
kieszeni wiazacej modelu 5-HT1aAR™W metoda dokowania ligandu do biatka przy pomocy

modelowania molekularnego oraz do SERT gdzie wykorzystano model homologiczny do

) Korzystano z gotowych modeli biatek. ,,Receptor 5-HT1a - zostat zaprojektowany na podstawie homologii z receptorem B2-
adrenergicznym zawierajacym karbamizol w miejscu wigzacym. Dodatkowa modyfikacja Kurta Kristiansena bylo zastapienie
aminokwasow: Asn386 i Tyr390 alaning w roboczym modelu bialtka, aby ulatwi¢ dostgp do kieszeni wiazacej, a w
szczegodlnosci do Aspll6, ktorej przypisuje si¢ najwicksza role w wigzaniu liganda. Przy tworzeniu finalnego modelu
Kristiansen przywrocit tyrozyne i kwas asparaginowy w miejsce alaniny i zoptymalizowal miejsce wiazace receptora
wykorzystujac metode Monte Carlo przy uzyciu programu ICM-Pro”[110].
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struktury krystalicznej LeuTAa (Aquifex aeolicus). Dokowanie do receptora 5-HT1a wykonano
przy uzyciu programu Schrédinger Induced Fit Docking (IFD). Obrébke graficzng kieszeni
wigzacej wykonano w programie Discovery Studio Client 2.5.5[60,61].

Rysunek 5 Zadokowane zwigzki: 15 [H2] A) w kieszeni wigzacej SERT, B) w kieszeni wigzacej
receptora 5-HT1a; 31 [H2] C) w kieszeni wigzacej SERT, D) w kieszeni wigzgcej receptora 5-HT1a; 32
[H2] E) w kieszeni wigzacej SERT, F) w kieszeni wigzacej receptora 5-HT1a.

Na postawie tych badan potwierdzitam duzy potencjal badanej grupy pochodnych jako
ligandow 5-HT1aR i SERT byty one takze dla mnie wskazéwka przy projektowaniu dalszych
modyfikacji struktury takich jak wybor podstawnika Ri. Najwazniejsze wnioski jakie

zaobserwowalam na podstawie wynikéw dokowania molekularnego badanych pochodnych:

- powinowactwo do receptora 5-HT:1a oraz transportera serotoniny (SERT) jest w glownej
mierze determinowane przez elektroujemnos¢ podstawnika Ri oraz dopasowanie rozmiaru

ligandu do geometrii kieszeni wiazacej;

- wszystkie trzy zwigzki tworzg wigzania wodorowe z resztg Aspl16, przy czym najsilniejsze
z nich obserwuje sie dla zwigzku 31 (1,75 A) - Rysunek 5. Wynika to z najwyzszej
elektroujemnosci podstawnika fluorowego w poréwnaniu do -H oraz -OCHz. W konsekwencji
silny efekt indukcyjny podstawnika -F sprawia, ze protonowana piperydyna jest znacznie

bardziej efektywnym donorem protonu.

- zwiazki 32 i 31 wykazuja istotnie nizszg aktywno$¢ wzgledem SERT w poréwnaniu do
zwigzku 15, prawdopodobnie dzieje si¢ tak ze wzgledu na wigksze rozmiary podstawnikow -
OCH3s oraz -F w poréwnaniu do -H, co w potaczeniu ze stosunkowo niewielka pojemnos$cia
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kieszeni wigzacej SERT jest wytlumaczeniem, ze powinowactwo badanych zwigzkow do

SERT jest prawdopodobnie determinowane gtéwnie przez czynniki steryczne.

Wyselekcjonowatam najbardziej obiecujace pochodne ktore zbadatam w testach in vivo,
co pozwolito mi okresli¢ ich wlasciwosci agonistyczno-antagonistyczne w stosunku do pre- i
postsynaptycznych receptorow 5-HT1a. Badania in vivo byty mozliwe dzigki mojej wspotpracy
z Zaktadem Neurobiologii Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie. Wykorzystatam
podstawowe modele skriningowe umozliwiajagce oznaczenie profilu funkcjonalnego zwigzkow
na receptor 5-HTia (test wymuszonej hipotermii oraz LLR) oraz aktywnosci
przeciwdepresyjnej (test Porsolt’a oraz spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej) u myszy.
Wszystkie zbadane zwigzki wykazaty aktywno$¢ jako agonisci receptora 5-HT1a, zwiagzki 15 |
30 sg agonistami postsynaptycznymi natomiast 18 i 19 agonistami presynaptycznymi.

Podsumowujac, uzyskane przeze mnie wyniki badan dla serii pochodnych 3-(1H-indol-
3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu 15-38 potwierdzity duzy potencjat tej grupy zwigzkow nie tylko
jako zwigzkow o podwojnej wigzalnosci do receptora 5-HT1a i transportera SERT, ale takze
jako potencjalnych selektywnych ligandow o wysokim powinowactwie do powyzszych celow
molekularnych. W badaniach in vivo zwiazki 15 i 30 wykazaty aktywnos$¢ agonistyczng wobec
postsynaptycznego receptora 5-HTia. Zaprojektowane przeze mnie zwiazki okazaly sie
bardzo obiecujace jako potencjalne leki w grupie SPARI, dlatego postanowilam
kontynuowac¢ badania nad ta grupa pochodnych, aby poprawié¢ ich powinowactwo do
SERT i 5-HTia, poglebi¢ badania pod katem ich aktywnosci przeciwdepresyjnej,
stabilnosci metabolicznej, wlasciwosci farmakokinetycznych oraz bezpieczenstwa
kardiologicznego.

Ciekawym zwigzkiem okazat si¢ 1-{4-[4-(5-fluoro-1H-indol-3-yl)piperidin-1-yl]butyl}-
3-(1H-indol-3-yl)pyrrolidine-2,5-dione ktoremu nadatam symbol MWO005 (31 w publikacji
[H2]), ktory wykazat potencjat jako ligand o profilu multireceptorowym i zostat przeze mnie

wytypowany jako struktura wiodgca do dalszych optymalizacji.
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[H3] “Synthesis and biological evaluation of new multi-target 3-(1H-indol-3-
yDpyrrolidine-2,5-dione derivatives with potential antidepressant effect.”
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Rysunek 6 Strategia projektowania nowej serii pochodnych pirolidyno-2,5-dionu na podstawie
optymalizacji zwigzku MWO0O05 (31 w publikacji [H2]).

Pomimo, Ze moim gléwnym celem badawczym pozostawalo otrzymanie serii
zwiazkow o bardzo wysokiej podwojnej wiazalnosci do 5-HT14/SSRI to obszar badan
dotyczacy ligandow o wielokierunkowej aktywnosci receptorowej i mozliwos¢ ich
zastosowania w terapii chorob osrodkowego ukladu nerwowego stal si¢ dla mnie waznym
kierunkiem badawczym. Skoncentrowalam si¢ na otrzymaniu zwigzkow o wysokim
powinowactwie do receptora 5-HT:a oraz polifarmakologicznym profilu receptorowym.
Dlatego kolejnym etapem moich badan w grupie pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-
dionu byta ocena wplywu modyfikacji struktury ich obszaru A — pirolidyno-2,5-dionu — na
wigzanie do receptora 5-HT1a i innych celow molekularnych, Rysunek 6.

Jako strukture wiodaca dla lekéw o polifarmakologicznym profilu receptorowym w
grupie pochodnych pierolidyno-2,5-dionu wytypowatam zwigzek MWO005 (opisany w [H2]
jako 31), zostat on zidentyfikowany jako silny ligand Ki [nM]: 5-HT1a = 7,5; SERT = 505,0;
D2 = 14,0; 5-HT2a = 71,0; 5-HTe = 63,0; 5-HT7 = 196,0. Zaprojektowatam i zsyntetyzowatam
seri¢ pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu (4a—r numeracja zgodna z [H3]),
zawierajacych dwu-, trzy- lub czteroweglowy tgcznik — obszar B molekuty, podstawnik
metoksy (-OCHs) lub fluoro (-F) w pozycji C5 pierscienia 1H-indolowego (R1) — obszar A
molekuty, oraz rézne podstawienia w czeSci farmakoforowej — obszar C czasteczki 3-

piperydyn-4-ylo-1H-indolu (R2 = -H, -F lub -OCHs) Rysunek 6.

Majac na uwadze koncepcje opracowania ligandéw o wysokim powinowactwie do receptora 5-

HT1a, zaplanowatam modyfikacje struktury polegajaca na zastgpieniu fragmentu 3-piperydyn-
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4-ylo-1H-indolu ugrupowaniem 3-piperydyn-3-ylo-1H-indolu w zwigzkach 6a—d, Rysunek 6.
Ta modyfikacja powoduje doktadniejsze odwzorowanie w molekule badanych zwigzkow
czasteczki serotoniny i wprowadza ograniczenia konformacyjne (usztywnienie struktury), ktore
majg na celu zwiekszenie ich aktywnosci poprzez wzrost powinowactwa do receptora 5-HT1a
[62-64]. W celu otrzymania zaprojektowanych pochodnych wykorzystatam wcze$niej
opracowang przeze mnie wieloetapowa metode syntezy (Schemat 2), ktora poddatam
modyfikacjom w celu otrzymania nowych nicopisanych wczesniej syntondéw 1-(4-

bromoalkilo)-3-(5-podstawionych-1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu.

Zaprojektowane przeze mnie pochodne 4a-r i 6a—d (numeracja zgodna z [H3])
poddatam ocenie pod katem powinowactwa do receptora 5-HT1a oraz zdolnosci do hamowania
wychwytu zwrotnego serotoniny. Wytypowane przeze mnie zwigzki nastepnie przebadatam
pod katem ich powinowactwa do receptorow D2, 5-HT2a, 5-HTs i 5-HT7, a takze w szeregu
testow obejmujacych stabilno$¢ metaboliczng, przewidywang biodostepnos$é oraz wplyw na
kanat hERG. Ostatecznie najbardziej obiecujace zwiazki, wykazujace pozadane profile
receptorowe, przekazalam na badania in vivo w zwierzecym modelu depresji. Badania
biologiczne in vitro zostaty zrealizowane dzigki mojej wspotpracy z Zaktadem Chemii Lekow
Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie oraz Katedra Farmakobiologii na Wydziale

Farmaceutycznym Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Analiza zalezno$ci struktura-aktywnos¢ pozwolita mi na sformutowanie nast¢pujacych
wnioskoéw  dotyczacych wprowadzonych przeze mnie modyfikacji w badanej grupie
pochodnych:

Powinowactwo do 5-HT1a

- (generalnie czterowgglowy tacznik alkilowy okazal si¢ kluczowy dla wysokiego
powinowactwa do receptora 5-HT1a. Analogi z krotszym tancuchem alifatycznym wykazywaty
$rednio 30-krotnie wyzsze wartosci Ki. Bylo to sprzeczne z moimi wcze$niejszymi wynikami
opisanymi w [H2], ktéore wskazywaty na dobre powinowactwo do 5-HTia ligandow z
dwuweglowym facznikiem;

- modyfikacja w obszarze A - ugrupowania 3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu polegajaca
na wprowadzeniu w Ry = -OCHzs lub -F Rysunek 6 spowodowata, ze w porownaniu do swoich
5-fluorowych analogéw (4j—r, Ry = -F), prawie wszystkie zwigzki z grupg metoksy (4a—i, Ry =

-OCHs) wykazywatly wyzsze powinowactwo do receptora 5-HT 14,
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- wyniki badan wigzania nie wykazaty istotnych réznic w powinowactwie do 5-HTia
wynikajacych z rodzaju podstawnika Rz w czgsci farmakoforowej czasteczki, szczegdlnie w

przypadku najbardziej aktywnej serii z czteroweglowym tacznikiem.

Prowadzac badania poddalam ocenie wplyw zastgpieniu fragmentu 3-piperydyn-4-ylo-1H-
indolu ugrupowaniem 3-piperydyn-3-ylo-1H-indolu w zwiazkach 6a—d Rysunek 6. Seria 6a—d
wykazata dobre powinowactwo do receptora 5-HT1a, a ich wartosci Ki wynosity od 52,0 nM
do 183,0 nM. Na podstawie tych wynikow stwierdzitam, ze pochodne serii 6 sg silnymi

ligandami receptora 5-HT1a.
Powinowactwo do SERT

Analizujac wyniki in vitro stwierdzitam, ze wigkszo$¢ zwigzkow z serii 4a—r wykazata
umiarkowane dziatanie inhibicyjne wobec SERT, pomimo tego nadal niektére z nich
charakteryzowaty si¢ dobra podwojng wigzalnoscia: 4b (5-HT1a Ki = 4,9 nM, SERT Ki = 17,5
nM) oraz 4k (5-HT:a Ki = 7,0 nM, SERT K; = 32,4 nM). Wyniki te potwierdzaja moje
wczesniejsze wnioski [H2], ze aby uzyska¢ powinowactwo podwojne do 5-HT1a i SERT w
badanej grupie pochodnych pirolidyn-2,5-dionu, wprowadzenie czterowgglowego lacznika
wraz z podstawionym 5-fluoro-3-piperydyno-4-ylo-1H-indolem jest wysoce zalecane. Na
podstawie powyzszych wynikéw postawilam teze, ze aby otrzyma¢ zwiazki o bardzo
wysokim podwojnym powinowactwie do 5-HT1a/SERT pochodnych pirolidyno-2,5-dionu
nalezy wroci¢ do pochodnych z ukladem 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu
(THPI) [H2], poniewaz wydaje si¢ on by¢ kluczowy dla powinowactwa z SERT.

Aby zweryfikowa¢ potencjat badanej grupy pochodnych jako ligandéw o
polifarmakologicznym profilu, wybrane analogi MWO0O05 zawierajace czteroweglowy tacznik
zbadatam pod katem ich powinowactwa do receptorow D2, 5-HT2a, 5-HTs i 5-HT7 w badaniach
in vitro. Zwiazki 4a i 4] wykazaty wysoka aktywnos$¢ wobec receptorow serotoninowych 5-
HT1a, 5-HT24, 5-HTs i 5-HT7. Analizujac wyniki zwigzek 1-{4-[4-(1H-indol-3-yl)piperidin-1-
yl]butyl}-3-(5-fluoro-1H-indol-3-yl)pyrrolidine-2,5-dione (4j) wytypowatam jako szczegdlnie
obiecujacy ze wzgledu na dobre powinowactwo do wszystkich testowanych receptoréw (K;
[NM]: 5-HT1a = 13, SERT =51, D2 = 190, 5-HT2a = 50, 5-HTs = 29 i 5-HT7 = 50). Bardzo
interesujacym wynikiem jaki otrzymalam badajac pochodne pirolidyno-2,5-dionu jest to,
ze zwiazKi opisane we wczeSniejszym badaniu wykazywaly Srednie do niskiego
powinowactwo do receptoréw 5-HTz [H2]. Natomiast zaproponowana przeze mnie

modyfikacja czyli wprowadzenie podstawnika fluoru lub grupy metoksy (R1) w czesci A
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molekuly znaczaco zwiekszyla powinowactwo do 5-HT7 (4a Ki = 25 nM, 4j Ki = 50 nM).
Innym waznym wynikiem jest to, ze pochodne MWO011 (zwiazek 32 [H2]) i 4c, zawierajace 5-
metoksy-4-piperydyno-4-ylo-1H-indol (R2 = -OCHj3), wykazuja wyrazng selektywnos¢ wobec

receptora 5SHT1a.

Kolejnym etapem moich prac na bylta ocena stabilno$ci metabolicznej badanej grupy
pochodnych. Badania te byly mozliwe dzigki mojej wspotpracy z Katedra i Zaktadem Chemii
Farmaceutycznej na Wydziale Farmaceutycznym Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Zwigzki testowalam w badaniu stabilno$ci metabolicznej in vitro, z udzialem ludzkich
mikrosomow watrobowych oraz NADPH jako kofaktora pierwszej fazy. Do badania
zakwalifikowatam ligandy o najwyzszym powinowactwie do 5-HT1a (Ki [NM] < 15: 4a, 4b, 4c,
4j, 4k i 4l) oraz zwigzek MWO005 (31 w [H2]) - Rysunek 7.

15.0
11.5
10.5 9.9 9.7 10.0 99
€ 10.0 T T T 8.6 T
£
N
o 5.0
0.0
MWO005 4a 4b 4c 4j 4k 4]

Rysunek 7 Stabilno$¢ metaboliczng wybranych pochodnych, wyrazona jako okres pottrwania w testach
in vitro.

Pomimo réznic struktury chemicznej: w pozycjach Ri (-H, -OCHgs, -F) oraz R2 (-H, -F, -
OCHs3), zwigzki wybrane do testu stabilnos$ci metabolicznej wykazuja jedynie niewielkie
roznice w stabilnosci. Jest to zaskakujace poniewaz udokumentowano, ze podstawienie
pierscienia aromatycznego fluorem moze zwigksza¢ stabilnosé, blokujac reakcje
utleniania, podczas gdy obecno$¢ grupy metoksy zazwyczaj sprzyja reakcji O-
dealkilowania, co znaczaco obniza stabilno$¢ metaboliczng [65]. Dlatego stwierdzitam, ze
W tym przypadku prawdopodobnie inny element strukturalny jest odpowiedzialny za podatno$¢
na metabolizm w pierwszej fazie. Aby wyjasni¢ ten nieoczekiwany wynik zastosowatam dwa
narzedzia chemoinformatyczne, mianowicie Xenosite i SOMP - Site Of Metabolism Prediction,
aby zbada¢ mozliwe przyczyny eksperymentalnych obserwacji [65,66]. Wyniki dla MWO005

podsumowatam na Rysunek 8.
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Rysunek 8 Wyniki przewidywania miejsca metabolizmu in silico dla MWO005. A: Wynik Xenosite przedstawiony
graficznie, z paskiem skali koloréw pokazujagcym prawdopodobiefistwo poddania si¢ oksydacji zaleznej od CYP
(model HLM). B: Wynik SOMP z wybranymi warto$ciami deltaP dla izoenzyméw CYP oraz odpowiadajacymi
pozycjami w czasteczce. Stereochemia centrow chiralnych w czgsteczce jest wymuszana przez wewngtrzny
algorytm Xenosite i nie mogta by¢ zmieniana.

Za pomoca programu Xenosite, wykorzystujac model mikrosoméw watrobowych
czlowieka do utleniania zaleznego od CYP, zidentyfikowalam dwa atomy w lancuchu
alkilowym jako najbardziej prawdopodobne miejsca podatne na biotransformacje.
Podobnie, program SOMP, wyposazony w rozne modele dla izoenzyméw CYP, wskazal
te same pozycje. W algorytmie SOMP atomy sg klasyfikowane na podstawie wartosci deltaP,
obliczanej jako réznica migdzy prawdopodobienstwami, ze atom jest lub nie jest miejscem
metabolizmu (deltaP > 0,5 sg pokazane). Biotransformacja wspomnianych miejsc metabolizmu
prowadzi do N-dealkilowania, a w konsekwencji degradacji czasteczki na dwie mniejsze czgsci,

co zostato wezesniej wielokrotnie zgloszone dla podobnych zwiazkow [67,68].

Kolejnym Kkluczowym etapem mojej oceny potencjatu badanych pochodnych jako
przysztych antydepresantow byty badania in vivo, obejmujace test wymuszonej hipotermii oraz
test zmuszonego pltywania (FST) u myszy. Badania przeprowadzitam dzigki mojej wspotpracy
z Zaktadem Neurobiologii Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie dla
najbardziej obiecujacych zwigzkow: MWO0O05, 4a, 4b, 4c, 4j, 4k i 4l. Dzigki tym badaniom
oznaczytam ich wlasciwosci agonistyczno-antagonistyczne w odniesieniu do presynaptycznych

I postsynaptycznych receptorow 5-HT1a, wyniki zebratam w Tabela 3.
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Tabela 3 Profil funkcjonalny badanych zwigzkéw wobec receptora 5-HT1a.

profil funkcjonalny wzgledem receptora 5-HT1a

symbol
presynaptyczny postsynaptyczny
MWO005 agonista agonista
4a agonista
4b agonista brak agonistycznej aktywnosci
4c agonista
4j agonista brak agonistycznej aktywnosci
4k agonista brak agonistycznej aktywnosci
41 agonista

N}
a
=}

[ Vehicle 1000
E=IMWO005 (5mg/kg)
EEMWO005 (10mg/kg)

CVehicle
800 -T— EMWO005 (5mgrkg)

n
Q
=]

.
a
=}

600 *

400 |

200

=
Q
=]

Immobility time (s)

(91
o
Locomotor Activity/6 min

o
o

mg/kg mglkg

Rysunek 9 Efekt MWO0O05 na test zmuszonego ptywania (FST) u myszy CD-1 oraz efekt MWO0O05 na aktywno$¢
lokomotoryczna u myszy.

Najwazniejszym wynikiem otrzymanym przeze mnie w badaniach in vivo byl ten
dla zwiazku MWO005, ktory przy dawce 10 mg/kg, skrocit czas bezruchu w teScie FST oraz
znaczgco zmniejszyl aktywnoS$¢ w teScie spontanicznej aktywnos$ci lokomotorycznej u
myszy dlatego moge go zaklasyfikowaé¢ jako agoniste presynaptycznego i

postsynaptycznego receptora 5-HT1a o aktywnosci przeciwdepresyjnej, Rysunek 9.

Ze wzgledu na obiecujace wyniki in vivo dla MWO0O05, przeprowadzitam dla niego
wczesne testy biodostepnosci in vitro w Eurofins Pharma Discovery Services. Analizowatam
rozpuszczalno$é, wigzanie z biatkami osocza i przepuszczalnos¢ Caco-2 w celu oceny
whasciwosci ADME. MWO005 wykazal dobrg rozpuszczalnos¢ (SIF — 190,6 uM, PBS — 136,5
uM, SGF - 151,0 uM), wysokie wigzanie z biatkami osocza (95%) oraz niskg przepuszczalno$¢
przez Caco-2 (Papp < 2,5). Wspotczynnik ER < 2.5 wskazuje, ze MWOO5 nie jest substratem

P-gp, co moze mie¢ znaczenie w kontekscie jego potencjalnej biodostgpnosci.

Z uwagi na ryzyko dziatan niepozadanych ze strony uktadu sercowo-naczyniowego, ocenitam
kardiotoksycznos¢ MWOO05 w tescie patch-clamp dla kanatu hERG. Blokada hERG moze
prowadzi¢ do wydtuzenia odstepu QT i arytmii Torsades de Pointes. MWO0O05 testowatam w
stezeniach 10,0, 1,01 0,1 uM, wykazujac odpowiednio 96,4%, 84,7% 145,1% hamowania pradu
tail, co wskazuje na wysoka sktonno$¢ do blokowania hERG [69]. Dodatkowo, MWO005
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wykazal wysokie powinowactwo do receptoréw 5-HTiai 01 (Ki=7,5+£0,5nMiKi=30+3

nM), co moze wigzac si¢ z ryzykiem hipotensji [70].

Podsumowujac, przeprowadzone badania i testy pozwolily mi na
wyselekcjonowanie zwigzku MWO005 jako najbardziej obiecujacego kandydata, laczacego
mechanizm wieloreceptorowy, agonizm pre- i postsynaptyczny wobec 5-HTi1a, dobra
stabilno$¢ metaboliczng oraz zalezne od dawki skrocenie czasu bezruchu w tescie
wymuszonego plywania u myszy (FST). Niemniej wyniki badan nad zwigzkiem MWO005
dotyczace biodostepnosci i toksycznosci kardiologicznej, uzasadnialy Kkonieczno$é
dalszych przeprojektowan struktury wiodacej w celu poprawy wlasciwosci

farmakokinetycznych i bezpieczenstwa kardiologicznego.

[H4] “Synthesis of new 4-butyl-arylpiperazine-3-(1H-indol-3-yl)pyrrolidine-2,5-
dione derivatives and evaluation for their 5-HT1a and D> receptor affinity and
serotonin transporter inhibition.”

Biorac pod uwage bardzo dobre wyniki wigzalnosci pochodnych pirolidyno-2,5-dionu
Z receptorem D2 oraz innymi receptorami serotoninowymi, opisane w [H2] 1 [H3], a takze
problem wspotwystepowania depresji z innymi chorobami OUN, takimi jak schizofrenia,
postanowitam przeprojektowac struktur¢ badanych pochodnych w celu zwigkszenia ich
powinowactwa do receptoréw 5-HTia i1 Do. Jednocze$nie zalezalo mi na zachowaniu
polifarmakologicznego profilu receptorowego, co mogloby poszerzy¢ potencjalne wskazania
terapeutyczne o inne schorzenia OUN. Jako miejsce przeprojektowan struktury wybratam
obszar C (Rysunek 4). Pomimo licznych klas zwigzkow o zréznicowanych szkieletach
chemicznych, ktore zostaly opisane jako potencjalne leki przeciwdepresyjne i
przeciwpsychotyczne, dhugotancuchowe arylopiperazyny (LCAPs) pozostaja jednym z
najwazniejszych uktadow o wysokim powinowactwie do receptorow 5-HTia i D2 [71,72].
Zwiazki te maja ugruntowana pozycj¢ jako ligandy receptora 5-HT1a, a ich prototypowym
przedstawicielem jest buspiron (Rysunek 1) [45,47]. Dzigki przeprojektowaniom strukturalnym
czasteczki buspironu otrzymano do teraz wiele serii zwigzkéw wykazujacych wysokie
powinowactwo do receptora 5-HTia. Na przyktad, Mokrosz i in. (1995) opisali seri¢
pochodnych 4-(4-sukcyinimidobutylo)piperazyny, bedacych analogami buspironu i NAN190.
Sposrod nich, za najwazniejsze uznano zwigzki MM 199, MM77 i MP359 (Rysunek 10) [73—
80]. Modyfikacje przez nich opisane miaty na celu zwigkszenie selektywnos$ci receptorowe;
oraz poprawe¢ wlasciwosci farmakologicznych, co przyczynito si¢ do dalszego rozwoju prac

nad nowymi ligandami receptora 5-HTia w grupie LCAPs majacych w strukturze uktad
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imidowy i byly dla mnie wytyczng przy tworzeniu koncepcji nowych pochodnych pirolinyno-
2,5-dionu.

3co
H3CO

NANL90, 5-HT,, K, = 0,6 iM MM199, 5-HT , K, = 5,0 1M MM?77, 5-HT , K, = 6,4 1M MP349, 5-HT,,, K, = 15,0 1M
Rysunek 10 Przyktady LCAP (dlugotancuchowych arylopiperazyn) z grupami imidowymi w czesci
terminalnej. Wszystkie te zwigzki wykazuja wysokie powinowactwo do receptora 5-HT1a [45].

Majac na uwadze powyzsze doniesienia dotyczace LCAPs moim celem badawczym bylo
zaprojektowanie i synteza nowych, lekow przeciwpsychotycznych i przeciwdepresyjnych,
ktore dzialaja na receptory dopaminergiczne i serotoninergiczne, zachowujac
zré6wnowazong aktywno$¢ receptorowa dlatego zastapilam fragment 3-(1,2,3,6-
tetrahydropirydyn-4-yl)-1H-indolu resztami pochodnych arylopiperazyn. Zwiazki 4a—m
(Rysunek 11) otrzymalam wedlug wcze$niej zaprojektowanej przeze mnie metody syntezy
[H2], co potwierdzilo uzyteczno$¢ tej metody do syntezy innych klas zwiazkéow

chemicznych o aktywnosci w chorobach OUN.

H Y/, 0 :
N 3 A
NN
N\ :
| o] NG~
N owiazek 15 [H2] Ly
H 2-chlorofenylo 4a
3 4-chlorofenylo 4b
1) ; 2,3-dichlorofenylo 4c
H ¢ : 2-fluorofenylo 4d
N 4-fluorofenylo 4e
N Y!
\/\/\ N N-R 3-trifluorometylofenylo Af
| % P R = 2-metylofenylo 4g
N 3 2,3-dimetylofenylo 4h
~ ‘ 2-metoksyfenylo 4i
H da-m 4-metoksyfenylo 4j
benzo[d]1,3-dioksol-5-ylmetylo 4k
pirymidyn-2-ylo 4
pirydyn-2-ylo 4m

Rysunek 11 Struktura zwigzku referencyjnego 15, oraz nowo zsyntetyzowanych dtugotancuchowych
arylopiperazyn (LCAPs) (4a—m) w grupie pochodnych pirolinyno-2,5-dionu.

Wszystkie otrzymane pochodne 4a—m zbadatam pod katem ich powinowactwa do
receptorow 5-HT1a, D2 i transportera serotoniny. Badania biologiczne in vitro zrealizowata
dzigki mojej wspolpracy z Katedra Farmakobiologii na Wydziale Farmaceutycznym Collegium

Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Analizujgc dane literaturowe mojg uwage zwrocity wyniki, ktore wskazujg na znaczace
interakcje migdzy podstawnikami halogenowymi w pierscieniu fenylopiperazyny zwigzkéw
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LCAPs a miejscem wigzania receptora 5-HTia [81]. Dokladniej, rola halogendéw zostata
niedawno przypisana do stabilizacji kompleksow ligand—receptor poprzez tworzenie
specyficznych  wigzan halogenowych [82]. Analizowalam wplyw podstawnikow
halogenowych na powinowactwo do 5-HT:a otrzymanych zwigzkow. Najbardziej aktywne w
badanej grupie byly orto-podstawione fenylopiperazyny (PhPs), zwlaszcza 2-F-PhP 4d
(symbole zgodne z [H4]) (Ki 5-HT1a = 0,4 nM). Podstawniki w pozycji para obnizaly
powinowactwo do receptora 5-HT1a. Analogi orto wykazywaty wyzsze powinowactwo niz
para dla kazdego rodzaju halogenu: chloro 4a (K; = 1,6) vs. 4b (K; = 25,0), fluoro 4d (Ki = 0,4)
vs. 4e (Ki = 42,0), metoksy 4i (Ki = 1,4) vs. 4] (Ki =44,0). Obserwacja ta jest zgodna z wczesniej
opublikowanymi danymi, ze podstawniki w pozycji para powoduja niekorzystne interakcje
steryczne z miejscem wigzania receptora 5-HT1a [74,83,84]. Partyka i in. opisali badania in
silico dla azinsulfonamidéw pochodnych LCAP wskazujace na zaburzenie stabilnosci
kompleksu ligand—-receptor (brak interakcji z Asp3.32 w kieszeni wigzania 5-HT1a) zar6wno
dla 4-F-PhP, jak i 4-CI-PhP [81]. Moze to wyjasniaé zaobserwowany przeze mnie spadek
powinowactwa badanych zwigzkéw z podstawnikami para. Interesujacym zjawiskiem jest to,
ze para-pochodne wykazywaty nieco zwigkszong inhibicj¢ SERT, czego efektem byly zwigzki
o podwojnym powinowactwie do 5-HT1a/SERT — 4b (5-HT1a Ki = 25 nM, SERT K; = 26 nM)
oraz 4j (5-HT1a Ki =44 nM, SERT Kj = 30 nM).

Otrzymatam zwiagzek 4c, pochodng 2,3-diCI-PhP, ktorg sklasyfikowatam jako
multireceptorowy ligand 5-HT1a/D2/SERT, wykazujacy wysokie powinowactwo do
wszystkich tych receptorow (Ki = 1,6 nM, 64 nM i 183 nM, odpowiednio). Moim
wytlumaczeniem tego wyniku jest to, ze zgodnie z wczesniejszymi badaniami, podstawniki w
pozycjach orto i meta fenylopiperazyny sa preferowane w miejscu aktywnym D2R, szczegdlnie
grupy donorowe, takie jak metoksy. Z drugiej strony, niezaleznie od ich wielkos$ci, podstawniki
W pozycji para nie sa korzystne dla wiazania DR [85][86]. Sukalovi¢ i in. wyjasniaja to jako
wynik niekorzystnej interakcji sterycznej podstawnikoéw para z Phel78, Tyr216 i Trpl82 w
kieszeni wigzania receptora. W zwigzku z tym formowanie mostka solnego mi¢dzy Asp86 a
protonowanym azotem pierscienia piperazyny, ktory jest kluczowy dla stabilnosci kompleksu

ligand-receptor, jest utrudnione [86].

Podsumowujac, wszystkie zaprojektowane przeze mnie pochodne 4a—m wykazaty
wysokie powinowactwo do receptora 5-HT1a, z warto$ciami Kj w zakresie od 0,4 do 44,0 nM.

Opierajac si¢ na danych literaturowych zaproponowatam wyttumaczenie roznic powinowactwa
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do receptoréw w obrgbie badanej serii 4a—m wynikajace z obecnosci réznych podstawnikow
w ukladzie arylowym czeSci arylopiperazyny, ktore pozwoli mi w przysztosci racjonalnie
modyfikowac¢ ich strukture wiodaca. Co wazne otrzymalam zwiazek 4c¢ (symbol zgodny z
publikacja [H4]), ligand o wysokim powinowactwie do receptorow 5-HT1a/D2/SERT.
Zwiazek ten uwazam za szczegolnie obiecujacy w kontekscie zlozonos$ci zaburzen OUN

oraz ograniczen wynikajacych ze stosowanej obecnie dla nich farmakoterapii.

[H5] “Synthesis and biological evaluation of novel 3-(5-substituted-1H-indol-3-
yDpyrrolidine-2,5-dione derivatives with a dual affinity for serotonin 5-HT1a receptor
and SERT.”

Zaprojektowana przeze mnie seria  4-butylo-arylopiperazyno-3-(1H-indol-3-
yl)pirolidyno-2,5-dionu [H4] umozliwita mi otrzymanie zwigzkéw o bardzo wysokim
powinowactwie do receptor 5-HT1a (zwigzek 4d (symbol zgodny z publikacja [H4]) (Ki = 0,4
nM)), dazac jednak to otrzymania zwigzkoéw o bardzo wysokim podwodjnym powinowactwie 5-
HT1a/SSRI na podstawie wynikow dla serii opisanej w [H3] zdecydowatam si¢ kontynuowac
badania nad pochodnymi pirolidyno-2,5-dionu  zawierajgcymi  uktad 3-(1,2,3,6-
tetrahydropirydyn-4-yl)-1H-indolu.

W wyniku wczesniejszych badan wytypowatam najbardziej obiecujace zwigzki, MWOO5 i
ACO015 (Rysunek 12) opisane w [H2] i [H3]. MWO005 wykazywat mechanizm dziatania oparty
na polifarmakologicznym profilu, z wyraznym dziatlaniem agonistycznym na pre- |
postsynaptyczne receptory 5-HT:ia jednak charakteryzowatl si¢ niskim powinowactwem do
SERT i niska stabilno$ciag mikrosomalng. Z kolei wyniki badan in vitro dla zwigzku AC015 -
Rysunek 12 (zwiazek 15 w [H2]), zawierajacego reszte 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-yl)-1H-
indolu, potwierdzity jego podwojne powinowactwo 5-HT1a/SERT, niemniej powinowactwo to
nie bylo tak wysokie jak w przypadku wilazodonu i wortioksetyny. Dlatego projektuja dalsze
modyfikacje moim celem bylo zwigkszenie powinowactwa do SERT, przy jednoczesnym

zachowaniu wysokiego powinowactwa do 5-HT1a oraz zwigkszenie stabilno$ci mikrosomalne;.
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Rysunek 12 Projektowanie nowych zwigzkéw o podwdjnej aktywnosci 5-HT1aAR/SERT. Zwigzki
referencyjne AC015 [H2] i MWO0O05 [H3].

Zsyntetyzowatam seri¢ pochodnych 3-(1H-indol-3-yl)pyrrolidyno-2,5-dionu zawierajacych
reszte 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-yl)-1H-indolu: 4a—u (R1=-OCH3), 5a-p (R1 = -F) i 6a—
f (R1=-H), symbole zgodne z publikacja [H5]. Wprowadzitam kilka modyfikacji chemicznych
struktury wiodacej, obejmujacych:

a) wprowadzenie dwu-, troj- lub czterowgglowego tacznika;
b) podstawienie grupa metoksy (-OCHs) lub fluoro (-F) w pozycji C-5 uktadu 1H-indolu (Ry);

¢) rozne podstawienia w czgsci 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-yl)-1H-indolu (R2 = -H, -Cl, -
Br, -F, -OCHs, -CN, -NO.) Rysunek 12.

Zsyntezowane przeze mnie pochodne poddatam ocenie ich powinowactwa do receptora 5-HT1a
oraz zdolno$ci do inhibicji wychwytu zwrotnego serotoniny (SERT) dzieki mojej wspotpracy
z Katedrg Farmakobiologii Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie.
Majac na uwadze, Zze nowoczesna strategia leczenia depresji wymaga poszukiwania lekow o
wieloreceptorowym profilu farmakologicznym [87], wybrane zwigzki przebadatam pod katem
ich powinowactwa do receptorow D2, 5-HT2a, 5-HTs i 5-HT7 we wspolpracy z Zakladem
Chemii Lekéw Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie, a takze poddalam testom
metabolicznej stabilno$ci oraz testom in vivo (badania wykonane we wspolpracy z Zaktadem

Neurobiologii Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie), umozliwiajagcym
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mi okres$lenie ich wiasciwos$ci agonistycznych 1 antagonistycznych wzgledem pre- |

postsynaptycznych receptorow 5-HT1a.

Planujac struktur¢ badanej serii zwigzkow, na podstawie moich wczesniejszych wynikow i
wnioskow z badan opisanych w [H2] oraz [H3], wprowadzitam nowy rodzaj podstawnika R»
do uktadu 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-yl)-1H-indolu, czyli podstawienie grupg -CN lub -
NO2, ktére znaczaco, w niektorych przyktadach az ponad siedmiuset krotnie, poprawilo
powinowactwo do 5-HTia i/lub SERT. Bylo to szczegdlnie widoczne w parach analogdéw z
tancuchem trzyweglowym np.: 4h r1 = -ocH3, R2 = -H) (symbole zgodne z publikacjg [H5]) K;
SERT =782,0 nM vs 4n (r1 = -ocH3, R2 =-No2) Ki SERT = 1,0 nM.

K5HT1A—lOOnM K5HT1A-35nM K5HT1A—38nM
K; SERT =2,8 M K; SERT =1,5nM K, SERT =1,0nM

Rysunek 13 Pochodne 3-(1H-indol-3-yl)pyrrolidyno-2,5-dionu [H5] o najlepszym podwdjnym
powinowactwie do 5-HTia | SERT.

Zwiazki z czterometylenowym tacznikiem 4f r1=-ocH3, r2=-cn) (Ki 5-HT1a = 10,0 nM, Ki SERT
=28 nM) i 6b Rr1=-H re=-N02) (Ki 5-HT1a = 3,5 nM, Kj SERT = 1,5 nM), oraz zwigzek z
trzymetylenowym tgcznikiem, 4n (r1 = -ocHs, rR2 = -No2) (Ki 5-HT1a = 3,8 nM, Ki SERT = 1,0 nM)
- Rysunek 13, wykazaly najlepsze podwojne powinowactwo do receptoréw 5-HT1a | SERT.
Zaplanowane przeze mnie modyfikacje struktury wiodacej dla badanych serii 4a—u (R1=
-OCH3), 5a—p (R1 =-F) i 6a—f (R1 = -H) pozwolily mi otrzyma¢ pochodne o powinowactwie
w badaniach in vitro poréwnywalnym lub lepszym od zarejestrowanych lekow

przeciwdepresyjnych z grupy SPARI - wilazodon i MTDL — wortioksetyna Rysunek 1.

Podsumowujac, moja analiza SAR wptywu podstawnika Rz na aktywno$¢ pozwolita na
wysunigcie nastepujacych wnioskow: zwiagzki z grupami fluoro (-F), cyjano (-CN) lub nitro (-
NO2) wykazywaty poprawe powinowactwa do SERT, co bylo szczegdlnie wyrazne w serii z
tancuchem propanowym (seria 4 posiada R1 = -OCHy3), jak ilustrujg nastepujace przyktady: 4h
(H) Ki SERT =782,0 nM vs 4k (F) K;j = 16,2 nM lub 4m (CN) Kj = 33,0 nM lub 4n (NOy) Ki =
1,0 nM. Poczatkowe moje obserwacje z badania symulacji dokowania molekularnego
przeprowadzonych dla pigtnastu pochodnych 3-(1H-indol-3-yl)pyrrolidyno-2,5-dionu [H2]
wykazaty brak zwigzku migdzy elektroujemnosciag podstawienia w pozycji R2 powinowactwem
ligandu z SERT, sugerujac, Ze interakcja ta jest silnie zdominowana przez czynniki steryczne

[H2]. Moje dalsze badania w wigkszej liczbie (w sumie pig¢dziesigt osiem) pochodnych 3-(1H-
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indol-3-yl)pyrrolidyno-2,5-dionu  tylko czg¢$ciowo potwierdzity te wyniki, poniewaz
powinowactwo do SERT maleje wraz ze wzrostem rozmiaru podstawienia halogenowego (4a
(H) Ki=2,6 nM vs 4d (F) K; = 6,3 nM vs 4b (Cl) K; = 53,4 nM vs 4c (Br) Ki = 31,2 nM). Z
drugiej strony stwierdzitam ze, obecno$¢ duzych podstawnikéw, takich jak -CN i -NO, w
pozycji Rz nie powoduje spadku powinowactwa do SERT; wrecz przeciwnie, powinowactwo
do SERT jest porownywalne lub nawet wyzsze niz w przypadku niepodstawionych analogow.
Moim wytlumaczeniem tej obserwacji jest to, ze badania innych grup sugeruja ze
elektroujemne podstawienia przy pierscieniu indolowym moga by¢ preferowane w miejscu

wigzania transportera [54].

Nastepnie nowo zaprojektowane zwigzki badatam pod katem ich powinowactwa do
receptorow 5-HT1a/D2, skoncentrowatam si¢ na pochodnych z podstawnikami -CN lub -NO-
W pozycji Rz, poniewaz wykazywaly one najlepsze podwojne wigzanie do receptoréw 5-HT1aR
I SERT. Wszystkie testowane zwigzki charakteryzowaly si¢ wysokim powinowactwem do
receptora D2, z warto$ciami Ki w zakresie od 8,0 nM do 99,0 nM. Najkorzystniejszy profil
wykazywaly pochodne zawierajace czterowgglowy facznik, poniewaz mialy wysokie
powinowactwo zarowno do receptorow Da, jak i 5-HT1a: 4m (r1=ocHz, rR2 = cny (Ki D2 = 20,0

nM), 5m r1=F, r2=cn) (Ki D2 = 8,0 nM), 5n r1=F, r2=N02) (Ki D2 = 21,0 nM).

Badania sugeruja, ze antagonisci receptora 5-HTe, ktorzy dziataja jako odwrotni agonisci 1
antagonisci neutralni, poprawiaja funkcje poznawcze [88]. Mozliwos$¢ potaczenia dziatania
przeciwdepresyjnego (ADD) z prokognitywng aktywnos$cig ligandow 5-HTs moze by¢
korzystne w leczeniu depresji [89]. Poniewaz zwigzki z -CN w pozycji R2 dziataly nieco lepiej
niz te z -NO2, zweryfikowatam ich potencjat jako wielocelowych ligandow, testujac ich
powinowactwo do receptorow 5-HT2a, 5-HTs, 5-HT7 oraz a1. Zwiazek 5f charakteryzowat si¢
najkorzystniejszym wielocelowym profilem receptorowym in vitro, z warto$ciami: Ki 5-HT1a
=5,0 nM, Kj 5-HTe = 38,0 nM, Ki 5-HT7 = 132,0 nM. Jest to znaczgca poprawa wzgledem
wczesniejszych serii i potwierdzenie dobrego kierunku badawczego w kontekScie

zwiazkow o polifarmakologiczym profilu receptorowym.

Na koniec zbadatam powinowactwo wybranych zwigzkéw do receptora a1 (0zR). Pomimo
réznych funkcji farmakologicznych, aiR i 5-HT1aAR maja wspolne cechy strukturalne w
miejscach wigzania, co powoduje, ze wiele ligandow 5-HT1aR wykazuje rdwniez wysokie
powinowactwo do aiR. Wada takiego dzialania moze by¢ ryzyko wystgpienia skutkow
ubocznych ze strony uktadu sercowo-naczyniowego w przypadku zwigzkow nieselektywnych
[90]. Zwigzek referencyjny MWO0O05 wykazywatl wysokie powinowactwo do receptoréw 5-
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HTia i a1 (Ki=7,5nM oraz K; = 30,0 nM, odpowiednio) [H3]. Zaproponowana przeze mnie
modyfikacja polegajaca na zastapieniu fragmentu 3-piperydyno-4-ylo-1H-indolu przez 3-
(1,2,3,6-tetrahydropirydyno-4-ylo)-1H-indol poprawila selektywnos¢é wzgledem 5-HT1aR.
Wszystkie testowane zwiazki wykazywaly umiarkowane do niskiego powinowactwo do
a1R, z wartosciami Ki w zakresie od 156,0 nM do 1826,0 nM. Co potwierdza mniejsze

prawdopodobienstwo dzialan niepozadanych ze strony ukladu krazenia.

W kolejnym etapie ocenitam czy badane pochodne beda mialy lepsza stabilno$¢
mikrosomalng. Zwiagzki o najwiekszym potencjale testowatam z uzyciem ludzkich
mikrosomow watroby i NADPH jako kofaktora. Wszystkie testowane zwigzki wykazaly
wysoka stabilno$¢ w ludzkich mikrosomach, z warto$ciami klirensu wewngtrznego (CLint)
ponizej 115 [uL/min/mg] oraz okresem pottrwania (t12) powyzej 60 minut. Dane te sugeruja
wysoka stabilno$¢ metaboliczng i niskie ryzyko znaczacego efektu pierwszego przejscia [91].
W celu dalszej analizy zdecydowatam si¢ przebada¢ zwigzek MWO005 [H3] w tym samym
eksperymencie, aby sprawdzi¢, czy obecnos¢ reszty 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-
indolu wptywa na biotransformacj¢ w grupie pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-
dionu. Wyniki wykazaly znaczacg roznicg w ti2 miedzy MWOO5 (ti2 = 31 min, CLint = 222,8
[uL/min/mg]) a pozostatymi badanymi zwigzkami ($rednie t12 = 171 min). Otrzymane dane
pozwolily mi stwierdzié, ze obecnos¢ fragmentu 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyno-4-ylo)-1H-

indol ma istotne znaczenie dla stabilnosci metabolicznej.

Ze wzgledu na najbardziej obiecujace wyniki in vitro, wyselekcjonowane zwigzki badatam w
modelach in vivo powszechnie stosowanych do oceny funkcjonalnej aktywnos$ci receptora 5-

HT1a. Wyniki podsumowano w Tabela 4.

Tabela 4 Profil funkcjonalny badanych zwigzkow [H5] wobec receptora 5-HT .

profil funkcjonalny wzgledem receptora 5-HT1a

symbol
presynaptyczny postsynaptyczny
4a brak agonistycznej aktywnosci agonista
4b brak agonistycznej aktywnosci agonista
4c agonista brak agonistycznej aktywnosci
4d brak agonistycznej aktywnosci agonista
Af brak agonistycznej aktywnosci agonista
5d agonista
6¢ antagonista brak antagonistycznej aktywnosci

Korelacja powyzszych wynikéw ze strukturg chemiczng badanych zwiazkéw wskazuje na
istnienie zalezno$ci miedzy rodzajem podstawienia Ry a funkcjonalng aktywnoscia receptorowa

5-HT1aR. Zwigzki 4a, 4b, 4c, 4d i 4f, zawierajace grupe metoksy w pozycji R1, wykazuja
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dziatanie agonistyczne na receptor 5-HT1a, podczas gdy zwigzek 6¢, niepodstawiony w pozycji

R1, nie wykazuje wptywu na temperature ciala myszy w tescie hipotermii indukowane;.

Sposrod wszystkich przebadanych zwigzkow opisanych w [H5], 3-(1-(4-(3-(5-metoksy-1H-
indol-3-yl)-2,5-dioksopirrolidyno-1-yl)butylo)-1,2,3,6-tetrahydropirydyno-4-yl)-1H-indolo-5-
karbonitryl (4f) wytypowatam jako najbardziej obiecujacy ze wzglgdu na jego profil wigzania
receptorowego w testach in vitro, dobrg stabilno$¢ mikrosomalng oraz aktywnos$¢ agonistyczng

wobec receptora 5-HTa.

Opisane wyniki okazaty si¢ na tyle ciekawe, ze po opublikowaniu artykutu [H5] skontaktowat
si¢ ze mng prof. Christopher Bishop i dr Michael Coyle z Wydziatu Psychologii, Uniwersytetu
Binghamton z Nowego Jorku USA 2z propozycja wspotpracy. W ramach umowy
resyntetyzowatam najbardziej obiecujace zwiagzki 4f, 4n oraz 6b (symbole zgodne z publikacja
[H5]) w skali 500 mg, ktore zgodnie z umowg o wspolpracy naukowej, wystatam na testy in
vivo choroby Parkinsona w modelu szczurzym. Wstepne wyniki tych badan zostaty
zaprezentowane na konferencji Neuroscience w Chicago 5-9 pazdziernika 2024, Sesja

PSTR267 — ,,Parkinson’s Disease: Dopamine and Non-Dopamine Pathways”.

Choroba Parkinsona (PD) to postgpujace neurodegeneracyjne zaburzenie ruchowe wynikajace
z utraty neurondw dopaminergicznych (DA) w szlaku nigrostriatalnym, prowadzace do
sztywno$ci, drzenia 1 bradykinezji. Chociaz lewodopa (L-DOPA) jest powszechnie
przepisywana jako ztoty standard terapii w celu tagodzenia deficytow motorycznych, jej
dlugotrwate stosowanie moze prowadzi¢ do wystgpienia niepozadanych efektow, w tym
nieprawidlowych, mimowolnych ruchéw (AIMS), znanych jako dyskinezy wywotane L-DOPA
(LID). Wczesniejsze badania sugeruja, ze zwigzki wykazujace powinowactwo do receptora
serotoninowego 5-HT1a, transportera serotoniny oraz receptora dopaminowego Dz moga
redukowaé¢ LID, jednoczesnie utrzymujac skuteczno$é motoryczng L-DOPY. W badaniu
przedklinicznym we wspotpracy oceniliSmy skuteczno$¢ nowych zwiazkéw 4f, 4n i 6d,
wykazujacych zréznicowane powinowactwo do 5-HT1aR, SERT i D2R, w redukcji LID
Rysunek 14.

39



4f Effects on ALO AIMS ALO Sums 4f Effects on Total Percent

6 - 60 Intact
OLD(6) + 4f(0) 40
pry #-LD(6) + 4f(5) — 90%
3 5 1 @LD(6) + 4f(10) 20 E L 1
: ©-LD(6) + 4f(20) prs
= 4 4 +
+ o 60%
c o
83 g
E <
£ 2] g 30% |
E £
® 1 =
9 0% .
g 0 —n 7T 7T W Baseline aLo(e) + 4f(0)
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130140150160170 180 OLD(6) +4f(5)  ELD(E) +4f(10)
Time (mins) DILD(6) + 4f(20)
4n Effects on ALO AIMS ALO Sums 4n Effects on Total Percent
6 - 1 Intact
_ O-LD(6) + 4n(0) w],
a | &LD(E) + 4n(5) =
< 5 @LD(6) + 4n(10) 20 E 120%
= <-LD(6) + 4n(20) 0 P
+ 4 + 90%
@
c =]
£ 3 [
o @ 60%
S 2
2 2. S
E S 30%
A 11 £
o E
D P — Boscine DLD(6) +an(0)
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130 140150 160 170 180 OLD(E) +4n(5)  @LD(E) +4n(10)
Time (mins) DILD(6) + 4n(20)
6b Effects on ALO AIMS ALO Sums 6b Effects on Total Percent
6 - 80 Intact
_ -OLD(6) + 6b(0) 40 180%
a | aLD(6) + 6b(5) =
< ° ] ®LoE) +eb10) 20 = 1s0% L
4 <-LD(6) + 6b(20) 0 7
E 4 4 + 120%
- Q
(=1}
S 34 8 90% |
3 g
=, < 60%
k3]
g 8 30%
n 11 £
o 0% e
s ok B WBaseline  OLD(E) + 6b(0)
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120 130140150160170 180 OLD(6) + 6b(5)  ELD(6) + 6b(10)

Time (mins) @LD(6) + 6b(20)

Rysunek 14 Szczury z ustabilizowanym LID (N=8, 4 samce, 4 samice) byly traktowane zwiazkiem 4f lub 4n lub
6b (0, 5, 10, 20 mg/kg, i.p.) na 30 minut przed podaniem L-DOPY (6 mg/kg, s.c.), a nastepnie poddane testom
AlMs i FAS. 4f, 4n i 6b nie zmniejszyt AIMs w zadnej z testowanych dawek ale L-DOPA poprawita chodzenie,
a efekt ten zostal utrzymany po podaniu 4f, 4n lub 6b. Wyniki FAS wyrazono jako catkowity procent wartosci
nienaruszonych [(liczba krokow uszkodzong przednia tapa i grzbietem / liczba krokéw nieuszkodzong przednia
tapa i1 grzbietem) x 100] i przedstawiono jako sredni % wartosci nienaruszonych oraz blad standardowy $redniej
(S.E.M).

W eksperymentach zwiazki 4f, 4n i 6b (0, 5, 10, 20 mg/kg, i.p.) podawalismy w sposob
zrownowazony w uktadzie wewnatrzosobniczym, a ocenie poddano AIMs oraz test FAS w celu

okreslenia zmian w LID oraz skuteczno$ci motorycznej. Niestety wbrew naszej hipotezie, 4f,
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4n i 6b nie zmniejszyty ustabilizowanych AIMs w modelu szczura, ale utrzymaty zdolnos¢ L-
DOPY do poprawy chodzenia Rysunek 14. Prawdopodobnie powinowactwo zwigzkow 4f, 4n
I 6b do receptora D> moze mie¢ ztozony wplyw na dyskinezg, ponadto, zwiazki 4f, 4n i 6b
wykazujg niewielkg aktywno$¢ presynaptyczng wobec receptora 5-HT1aR, co moze wptywac

na ich skuteczno$¢ przeciwdyskinezyjna.

Aktualnie kontynuuje¢ badania w ramach dalszej wspélpracy z Uniwersytetem w
Binghamton z Nowego Jorku aby zrozumie¢ unikalne réznice miedzy wortioksetyna, 4f,
4n i 6b co pozwoli mi okresli¢ kluczowe kombinacje terapeutyczne w grupie zwiazkow o
polifarmakologicznym profilu, ktére maja najwiekszy potencjal w leczeniu choroby
Parkinsona. Powyzsza wspolpraca potwierdza zainteresowanie innych oSrodkow
badawczych zaprojektowanymi przeze mnie pochodnymi oraz innowacyjnosé kierunku

badan nad skuteczna farmakoterapia chorob OUN.

[H6] “Design and synthesis of potential multi-target antidepressants: exploration of
1-(4-(7-azaindole)-3,6-dihydropyridin-1-yl)alkyl-3-(1H-indol-3-yl)pyrrolidine-2,5-
dione derivatives with affinity for the serotonin transporter.”

Rozwijajac badania nad grupg pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu o
podwojnym wigzaniu do receptora 5-HT1a 1 SERT, zdecydowalam si¢ na zbadanie modyfikacji
struktury wiodacej, ktora obejmowata obszar C czasteczki. Dotychczas analizowalam wptyw
obecnosci lub braku wigzania podwojnego w pierscieniu 3-piperydyno-4-ylo-1H-indolowym
[H2], wplyw  wprowadzenia réznych  podstawnikéw  elektronodonorowych i
elektronoakceptorowych w pozycji C5 indolu w czgséci 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-
1H-indolowej oraz w czesci 3-(1H-indol-3-yl)pyrrolidyno-2,5-dionowej [H3][H5], a takze
wprowadzenie w obszarze C uktadu LCAPs — farmakoforu 5-HT1aR [H4]. Majac na uwadze
koncepcje opracowania ligandow wielocelowych (MTDLs) o wysokim powinowactwie do
receptora 5-HT1a oraz SERT, zdecydowatam si¢ na zastgpienie ugrupowania 3-(1,2,3,6-
tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolowego ugrupowaniem 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-
1H-pyrrolo[2,3-b]pirydynowym Schemat 3. Wedlug Mewshawa i wsp. [92] taka zamiana w
farmakoforowej czegsci czasteczki moze potencjalnie zwigkszy¢ jej powinowactwo do receptora

5-HT1a oraz selektywno$¢ wzgledem as-adrenoreceptora [93].
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Schemat 3 Metoda syntezy badanych zwigzkéw pochodnych 1-(4-(7-azaindol)-3,6-dihydropirydyn-1-
ylo)alkilo-3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu (4-12).

Pochodne azaindolu sg znane ze swojej znaczacej aktywnosci biologicznej; stosuje si¢ je jako
skuteczne bioizostery uktadow indolowych i purynowych [94][93]. Azaindole wystepuja w
postaci czterech izomeréw pozycyjnych: 4-, 5-, 6- i 7-azaindolu [93]. Podstawienie rdzenia
indolowego azaindolem jest strategicznym podejsciem do modulowania kluczowych
wlasciwosci zwigzku, takich jak rozpuszczalno$é¢, pKa, lipofilowos$¢, wigzanie z celem
molekularnym oraz profil ADME-Tox. Dzigki temu modyfikacja ta stanowi cenne narzgdzie w
procesie odkrywania lekow [95][96].

Co istotne, badania wskazuja na potencjal 1H-pyrrolo[2,3-b]pirydyn (7-azaindoli) jako
ligandow dla receptoréw dopaminowych D2 i D4 [97] oraz receptoréw serotoninowych 5-
HTe/5-HT2a [98]. Ponadto, 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-pirolo[2,3-b]pirydyny byty
badane pod katem dziatania przeciwdrgawkowego [99]. Dodatkowo, wykorzystujac
trojwymiarowe (3D) modele biatek MAT oraz narzedzia obliczeniowe oparte na strukturze
udowodniono, ze pochodne 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu dziatajg jako
ligandy MAT [98]. Sugeruje to, ze ich bioizoster 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-
pyrrolo[2,3-b]pirydyna moze wykazywa¢ podobng aktywnos$¢ jako inhibitor wychwytu

zwrotnego serotoniny, noradrenaliny i dopaminy (SNDRI).

W ramach badan zaprojektowalam i zsyntetyzowalam seri¢ pochodnych 4-12 Schemat 3
(symbole zgodne z publikacja [H6]), poddatam je ocenie pod katem powinowactwa do
receptora 5-HT1a i inhibicji wychwytu zwrotnego serotoniny. Nastepnie testowatam wybrane
zwigzki pod katem ich wigzania z receptorami D2, 5-HT2a, 5-HTe i 5-HT7, a takze ich
powinowactwa do transporterow DAT i NET. Przeprowadzone przeze mnie badania miaty na
celu oceng, czy zaprojektowane zwiazki wykazuja ulepszony profil terapeutyczny dzigki
oddzialywaniu na wiele receptorow monoaminowych i transporterow, co zwigksza ich

potencjalng skuteczno$¢ jako wielocelowych lekow przeciwdepresyjnych (MTDLS).

Wszystkie zwigzki ocenitam w badaniach radioreceptorowych in vitro, ktore zostaty

zrealizowane dzigki wspolpracy z Zaktadem Neurobiologii Instytutu Farmakologii Polskiej
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w Krakowie.

Zwiazki 4-12 (symbole zgodne z publikacja [H6]) wykazaly dobrag do umiarkowanej
wigzalno$¢ z SERT (Ki = od 9,2 do 254,0 nM). Najwyzszg inhibicje SERT zaobserwowatam
dla zwigzkow 4 (Ki = 47,0 nM), 8 (Ki = 23,0 nM) i 11 (Ki = 9,2 nM). Niemniej, pochodne 7-
azaindolu wykazaty spadek powinowactwa do receptora 5-HTia w pordwnaniu do ich

analogéw 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu [H2][H5].

Moja analiza wynikow badan in vitro dla zwigzkoéw z grupy 7-azaindoli (4—12) wskazuje, ze
zastgpienie fragmentu 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu przez 3-(1,2,3,6-
tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-pirolo[2,3-b]pirydyng¢ =~ zazwyczaj  skutkuje  obnizeniem
powinowactwa do receptora 5-HT1a oraz transportera serotoniny (SERT). Jedynie zwigzek 11
wykazat wysoka podwdjng wigzalnos¢ z 5-HT1aR 1 SERT, z warto$ciami Kj wynoszacymi
odpowiednio 128,0 nM i 9,2 nM. Podstawienie w pozycji R w uktadzie 3-(1H-indol-3-
yl)pyrrolidyno-2,5-dionow okazato si¢ korzystne dla serii 4-12. Jednakze, porownujac
powinowactwo do 5-HT1a oraz SERT dla najbardziej obiecujacych zwigzkow — 8, 101 11 — z
ich analogami zawierajgcymi 1H-indol, nadal obserwowatam jego spadek. Sugeruje to, ze cho¢
podstawienie w pozycji R moze sprzyja¢ wigzaniu z receptorami 5-HT:a i SERT, a
trzymetylowy tacznik zwigksza powinowactwo do SERT w obrebie serii 4-12, to obecnos¢
reszty 1H-pirolo[2,3-b]pirydyny generalnie prowadzi do ostabienia tej interakcji. Warto
zaznaczy¢, ze wyniki, ktore uzyskatam dla badanej serii pochodnych pirolidyno-2,5-dionu 4—
12, nie sg zgodne z wynikami opublikowanymi przez innych badaczy, dotyczacymi wplywu
zamiany reszty 1H-indolu na 7-azaindol. Zhou i in. [100] oraz Mewshaw i in. [92] wykazali, ze
taka zamiana prowadzi do utraty lub spadku powinowactwa do SERT przy zachowaniu silnego
powinowactwa do receptora 5-HTia, dlatego opisana przeze mnie obserwacja wzbogaca
wiedze na temat wptywu obecnosci uktadu 7-azaindolu na aktywnos$¢ biologiczng zwigzkow
co moze by¢ wskazowka przy projektowaniu nowych lekoéw dzialajacych na uklad

serotoninergiczny.

Majac na uwadze koncepcje projektowania lekow przeciwdepresyjnych o dziataniu
wielokierunkowym, ze wzgledu na ich wysokie powinowactwo do SERT, zwigzki 4, 8, 111 20
(analog 1H-indolu zwigzku 11[H6] o symbolu 5h w publikacji[H5]) zbadatam pod katem ich
wigzania z receptorami Dz, 5-HT2a, 5-HTs i 5-HT7. Nastepnie okreslitam powinowactwo

zwigzkéw 4, 6, 8, 9, 11 i 12 do transporterow monoaminowych (MATs). Celem
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przeprowadzonych przeze mnie badan byta ocena, czy zwigzki z serii pochodnych 3-(1H-indol-
3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu, zawierajace reszt¢ 7-azaindolu (4-12), moga wykazywaé
ulepszony profil terapeutyczny poprzez oddzialywanie na wiele receptoréw i transporteréw, co
potencjalnie zwigkszaloby ich skuteczno$¢ jako lekow przeciwdepresyjnych. W celu
sprawdzenia mozliwych dzialan niepozadanych o podtozu sercowo-naczyniowym
przeprowadzitam roéwniez ocen¢ powinowactwa wybranych zwigzkéw do receptora oi-
adrenergicznego. Wyniki wykazaly, ze zastapienie 1H-indolu przez 7-azaindol skutkowato
znacznym obnizeniem powinowactwa badanych zwigzkéw do receptoréw 5-HT2a, 5-HTs i 5-
HT7. Otrzymane dane sugerujg, ze fragment 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu

odgrywa kluczowg role w utrzymaniu aktywno$ci wigzania z tymi receptorami serotoniny.

Waznym moim spostrzezeniem jest fakt, ze pomimo utraty powinowactwa do
receptorow serotoninowych, badane pochodne 4, 8, 11 wykazaly wysoka wigzalnos¢ z
receptorem dopaminowym D>, z wartosciami K; w zakresie od 13,0 nM do 78,0 nM. Zmiany
strukturalne, takie jak modyfikacja dtugos$ci tancucha alkilowego czy zastgpienie fragmentu
1H-indolu reszta 7-azaindolu, nie miaty istotnego wptywu na ich powinowactwo do receptora
D2. Warto zaznaczy¢, ze rozne podstawniki w pozycji R wptywaty na zdolno$¢ wigzania z tym
receptorem. Zwigzek 8, zawierajacy podstawnik R = -OCHs, wykazal najwyzsze
powinowactwo do D, (Ki = 13,0 nM). Otrzymane przeze mnie wyniki wiazalnosci z
receptorem D2 dla 4-12 sugeruja, ze kluczowa role w interakcji z tym receptorem w
testowanej serii odgrywa fragment 3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu, a efektywnos$¢
wigzania z D2 pozostaje niezmieniona niezaleznie od modyfikacji w obre¢bie ukladu 3-
(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu — obszar C molekuly. Takie wnioski moga
wyjasnia¢ rozbieznosci moich wynikéw w porownaniu z wynikami uzyskanymi dla innych
grup pochodnych, gdzie zastgpienie 1H-indolu 7-azaindolem prowadzilo do utraty
powinowactwa do receptora Dy, jak to wykazali Kulagowski et al. [97] i Staron et al. [88].

Wigkszos$¢ testowanych przeze mnie zwigzkow wykazata umiarkowane powinowactwo
do receptora a1, co moze by¢ korzystne z perspektywy profilu bezpieczenstwa. Wyjatek
stanowit zwigzek 4, ktory wykazywat wyraznie wyzsze powinowactwo, potencjalnie

zwiekszajac ryzyko dziatan niepozadanych.

Nastepnie ocenitam powinowactwo zwigzkow 4, 6, 8, 9, 11 i 12 do transporterow
dopaminy (DAT) oraz noradrenaliny (NET). Jak opisatam w rozdziale 3.3.1, istnieje

ugruntowana koncepcja poszukiwania leku przeciwdepresyjnego w grupie SNDRI, ktory
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jednoczesnie modulowatby poziomy serotoniny (5-HT), noradrenaliny (NA) i dopaminy (DA)
[26]. Trudnos¢ w rozwoju potencjatu terapeutycznego SNDRI polega na osiggnigciu
optymalnej rownowagi w inhibicji SERT, NET i DAT. Doktadny optymalny stosunek miedzy
inhibicja tych trzech transporterow nie jest w peini wyjasniony; jednakze, sita powinowactwa
w badaniu in vitro powinna by¢ w szeregu SERT > NET > DAT [26]. Jest dobrze udowodnione,
ze zbyt wysoka inhibicja NET moze prowadzi¢ do niepozadanych efektow sercowo-
naczyniowych, podczas gdy wysoka inhibicja DAT moze prowadzi¢ do potencjalnych efektow
wzmacniajacych, ryzyko uzaleznienia, a takze stymulacji motorycznej i stereotypii [26]. W
zwiazku z tym powszechnie uwaza si¢, ze idealny profil SNDRI powinien charakteryzowac si¢
wyzszg inhibicja SERT niz NET oraz umiarkowang inhibicja DAT. Wyniki z ostatnich badan
sugerujg, ze optymalny profil receptorowy to odpowiednio zaj¢ty przez ligand SERT, NET i
DAT na poziomie > 80%, 50%-70% i < 30% w teScie in vivo. Ta rownowaga jest wazna dla
otrzymania skutecznego SNDRI, z wysokim prawdopodobienstwem korzysci terapeutycznych

przy jednoczesnym zmniejszeniu ryzyka niepozadanych efektow [101].

Wyniki moich badan pokazaly, ze zwiazki 4 i 11 wykazuja najbardziej pozadany
profil wiazania do SERT/NET/DAT wsrod calej serii odpowiednio: Ki = 47,0 nM/167,0
nM/43% oraz Ki = 9,2 nM/40%/288,0 nM, co stanowi wazne uzupelnienie wiedzy na temat
potencjalu pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu jako lekéw w grupie
MTDLs.

Prace badawcze opisane w cyklu [H1] — [H6] finansowane byly w ramach projektow:

e _Synteza nowych pochodnych  3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu
zwigzkow o podwojnej wigzalnosci do receptora 5-HT1a 1 SERT”

Zrédto finansowania: Warszawski Uniwersytet Medyczny

Nazwa konkursu: Projekt Mtodego Badacza

Numer rejestracyjny: FW26/PM31D/12
Kierownik: dr Martyna Zofia Wrobel

e ,Synteza nowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu  potencjalnych
antydepresantow”

Zrédto finansowania: Warszawski Uniwersytet Medyczny

Nazwa konkursu: Projekt Mlodego Badacza
Numer rejestracyjny: FW26/PM31D/13
Kierownik: dr Martyna Zofia Wrobel
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e ,Synteza nowych arylopierazynowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu
ligandow serotoninowego receptora 5S-HT1a”

Zrodto finansowania: Warszawski Uniwersytet Medyczny
Nazwa konkursu: Projekt Mlodego Badacza

Numer rejestracyjny: FW26/PM1/17/17

Kierownik: dr Martyna Zofia Wrobel

e ,Oznaczenie profilu receptorowego heterocyklicznych pochodnych piperazyny-
zwigzkoOw o potencjalnie wielokierunkowym dziataniu terapeutycznym na
osrodkowy uktad nerwowy”

Zrédto finansowania: Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwoj
Nazwa konkursu: Inkubator Innowacyjnosci 11+ 2018
Kierownik: dr Martyna Zofia Wrébel

e _Synteza i biologiczna aktywno$¢ pochodnych pirolidyno-2,5-dionu o
potencjalnym dziataniu przeciwdepresyjnym”

Zrodto finansowania: Narodowe Centrum Nauki
Nazwa konkursu: OPUS

Numer rejestracyjny: 2013/09/B/NZ7/00748
Kierownik: dr Andrzej Chodkowski
Wykonawca: dr Martyna Zofia Wrobel

Pozostate publikacje powigzane z cyklem

Cze$¢ moich prac badawczych powigzanych tematycznie z cyklem [H1] — [H6] zostata rowniez
opublikowana w czasopismach recenzowanych [D1] — [D3], jednak udzial mojej osoby w tych

pracach uwazam za odpowiednio mniejszy lub tez ich tematyka odbiega nieco od gléwnego
nurtu prac [H1] — [H6].

D1. Novel 4-aryl-pyrido[1,2-c]pyrimidines with dual SSRI and 5-HT1a activity. Part 5,

Gomotka, A.; Ciesielska, A.; Wrébel, M.Z.; Chodkowski, A.; Kleps, J.; Dawidowski, M.;
Siwek, A.; Wolak, M.; Stachowicz, K.; Stawinska, A.; Nowak, G.; Satala, G.; Bojarski, A.J.;
Belka, M.; Ulenberg, S.; Baczek, T.; Skowronek, P.; Turlo, J.; Herold, F.

European Journal of Medicinal Chemistry, 2015, DOI: 10.1016/j.ejmech.2015.05.003.
3,902 pkt. IF 40 pkt. MNiISW
D2.  Understanding performance of 3D-printed sorbent in study of metabolic stability

Ulenberg, S.; Georgiev, P.; Belka, M.; Slifirski, G.; Wrébel, M.Z.; Chodkowski, A.; Krél, M.;
Herold, F.; Baczek, T.

Journal of Chromatography A, 2020, DOI: 10.1016/j.chroma.2020.461501;
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D3.

4,759 pkt. IF 100 pkt. MNiSW

Ligandy receptora 5HT1a jako potencjalne leki przeciwdepresyjne

Wrébel, M.Z.*; Marciniak, M.

Biuletyn Wydziatu Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 2015,
DOI: 10.56782/pps.115

0,0 pkt. IF 5 pkt. MNiSW

3.3.4 Podsumowanie oraz wptyw uzyskanych wynikow badan na rozwdj dyscypliny: nauki

farmaceutyczne

W ramach przedstawionego osiggnigcia naukowego przeprowadzitam kompleksowe badania

nad nowymi zwigzkami chemicznymi o potencjalnym dzialaniu terapeutycznym w obszarze

choréb osrodkowego uktadu nerwowego. Najwazniejsze osiggniecia:

uzyskane przeze mnie wyniki umozliwity lepsze zrozumienie mechanizmoéw
molekularnych ~ lezagcych u  podstaw  dzialania  potencjalnych  lekow
przeciwdepresyjnych, w tym interakcji synergistycznych wynikajacych z
jednoczesnego oddziatywania na wiele celow farmakologicznych. Stanowia zrodto
wiedzy, ktore moze by¢ wykorzystane w farmacji przy projektowaniu nowych klas
zwigzkow modulujacych aktywnos¢ osrodkowego uktadu nerwowego (szczegdlnie w
obszarze zwiazkow heterocyklicznych), ale takze w badaniach
neurofarmakologicznych jak i w rozwoju praktycznych nowych terapii chordéb o

ztozonym podtozu neurochemicznym jakim sa zaburzenia psychiatryczne;

zaprojektowatam strukture oraz metode syntezy nieopisanych zwigzkéw o podwojne;j
wigzalno$ci do receptora 5-HTia i SERT, w klasie lekow czgsciowych agonistow
receptora serotoninowego i inhibitora wychwytu zwrotnego serotoniny (SPARI) oraz
zwigzkow wykazujacych polifarmakologiczny profil receptorowy w klasie lekow
ukierunkowanych na wiele celow farmakologicznych (MTDLS). Cel ten zrealizowatam
przez zaprojektowanie i synteze szeregu nowych pochodnych pirydo[1,2-c]pirymidyny
a nastgpnie pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)pirolidyno-2,5-dionu. Wszystkie molekuty
majg aktywno$¢ biologiczng a znaczna ich czgs¢ wykazuje wysoka podwdjng

wigzalno$¢ z receptorem 5-HT1a i transporterem SERT;

na drodze racjonalnego projektowania lekow i optymalizacji struktury wiodacej

otrzymatam zwiazki 4f (Ki 5-HT1a = 10,0 nM, Ki SERT = 2,8 nM) i 6b (Ki 5-HT1a =
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3,5 nM, Kj SERT =1,5nM), oraz 4n (Kj 5-HT1a = 3,8 nM, Kj SERT = 1,0 nM), ktore
wykazaty powinowactwo w badaniach in vitro poréwnywalne lub lepsze od
zarejestrowanych lekow przeciwdepresyjnych z grupy SPARI — wilazodonu i MTDL —
wortioksetyny. Wyniki te mogg stanowi¢ warto$ciowy punkt wyjscia do dalszych badan
nad nowymi zwigzkami o podobnym mechanizmie dziatania receptorowego;

e otrzymatam zwigzek MWO0O05, taczacy mechanizm wieloreceptorowy, agonizm pre- i
postsynaptyczny wobec 5-HT1a, dobrg stabilno$¢ metaboliczng oraz zalezng od dawki
aktywno$¢ przeciwdepresyjng w tescie wymuszonego plywania u myszy (FST);

e przeanalizowalam i opisatam wptyw przeprojektowania fragmentu 3-piperydyno-4-ylo-
1H-indolu oraz 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-1H-indolu (spetniajacych kryteria
farmakoforow 5-HTia i SERT) na powinowactwo do wielu celow molekularnych.
Whioski te stanowig wktad w rozw6j chemii medycznej i projektowania lekow majac
na uwadze duze znaczenie tych fragmentow jako elementoéw strukturalnych zwigzkow
o udowodnionej aktywnosci w leczeniu chorob osrodkowego uktadu nerwowego, takich

jak depresja.
3.4 Dodatkowe osiagniecie naukowe w dyscyplinie nauki farmaceutyczne

Oprocz osiagnig¢ wskazanych w punkcie 3.2 bedacych podstawa postgpowania
habilitacyjnego, posiadam dodatkowe osiggniecia naukowe w dyscyplinie nauki

farmaceutyczne.

3.4.1 Badania nad nowymi zwigzkami o potencjalnym dziataniu antypsychotycznym w
grupie pochodnych 33-aminotropanu.
Pierwsze osiggniecie dotyczy opracowania i zsyntetyzowania pochodnych 3p-
aminotropanu, potencjalnych atypowych lekow antypsychotycznych, okreslenia ich
aktywnos$ci biologicznej wobec receptorow D2, S5SHT1a i 5-HT2a oraz oceny ich aktywnosci

przeciwpsychotycznej i anksjolitycznej w modelach zwierzgcych.

struktura wiodaca pochodnych 3B-aminotropanu
K, ["M] = D,=82,4; 5-HT ,=303,8; 5-HT,,=2,5
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Rysunek 15 Struktura wiodaca pochodnych 3B-aminotropanu potencjalnych atypowych lekow
antypsychotycznych.

Badania te prowadzilam we wspolpracy z dr Jackiem Stefanowiczem i mgr Tomaszem
Stowinskim z Katedry 1 Zaktadu Technologii Lekéw 1 Biotechnologii Farmaceutycznej WUM.
Moje badania nad tg grupa zwigzkow rozpoczetam od zbadania razem ze wspotpracownikami
na drodze dwuetapowej analizy SAR ligandow receptoréw SHT1a, SHT2a i D2, ktore nalezaty
do opisanych wczesniej pochodnych tropanu [102], obejmujacej identyfikacje farmakoforow
oraz dokowanie komputerowe do modelu receptora D2 — wyniki opisali§my w publikacji [P1].
W pierwszym etapie okreslilismy kluczowe wlasciwosci chemiczne pochodnych tropanu, a w
drugim ocenilismy ich interakcje z receptorem D2, poréwnujac wyniki z danymi in vitro i in
vivo. Wyniki te wykorzystalismy projektujac kolejna seri¢ pochodnych tropanu o wysokim

powinowactwie do wymienionych celéw molekularnych.

Rozwijajac temat opisaliSmy syntez¢ i badania aktywnos$ci biologicznej nowych pochodnych
3B-aminotropanu w publikacji [P2], gdzie pelni¢ role autora korespondujacego. Czesé
badanych zwigzkow wykazata wysoka aktywno$¢ wobec receptorow Dz, SHT1a i 5-HT2a
(Rysunek 16). Szczegolnie obiecujace okazaty si¢ pochodne 6n i 60 (symbole zgodne z
publikacja [P2]) o korzystnym profilu przeciwpsychotycznym, laczacym antagonizm

receptoréw dopaminowych D2 i serotoninowych 5-HT2a oraz stabilno$¢ metaboliczng.

o O OO
R A

R
? NH _Ar \ K, ["M] D,= 214,0; 5-HT = 210,7;
R, R, R, = H, CH, il R, = H, OCH, 5-HT,,=101,5

OCH,, Cl, Br, F, CF, H O X =CH,N D, i 5-HT,, antagonista
X=CH, N
IO O
. %/NH
H (0]
60
K, ["M] D,=137,0; 5-HT,,=218,0;
5-HT,,=209,0

D, i 5-HT,, antagonista

Rysunek 16 Struktura pochodnych 3B-aminotropanu ligandow receptora 5-HT1a, 5-HT2a i D2 [P2].
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Kontynuujgc badania nad pochodnymi 3B-aminotropanu, dokonalismy modyfikacji
struktury wiodacej w celu zwigkszenia powinowactwa do receptora 5-HT1a Oraz poprawy
rozpuszczalno$ci zaprojektowanych zwigzkow w wodzie. Opisalismy syntezg, analize¢ SAR
oraz ocen¢ aktywnosci biologicznej strukturalnych analogéw pochodnych  3f-
acylaminotropanu z wprowadzonym podstawnikiem metylowy w pierscieniu benzylowym oraz
ugrupowaniem 2-, 3- lub 6-chinoliny Rysunek 17 — w publikacji [P3] gdzie ponownie pelnie

role autora korespondujacego.

/

NH OO \ \
Re )ﬂ/m\ N

) H O .

H S~

R, R,, Ry = H, CH, R,=H, OCH,

powinowactwo do D,R t powinowactwo do 5-HT,,R t

Rysunek 17 Pochodnych 3f-acylaminotropanu seria z podstawnikiem metylowy w pier$cieniu
benzylowym oraz ugrupowaniem 2-, 3- lub 6-chinoliny [P3].

Nowa seri¢ pochodnych 3B-aminotropanu poddalismy ocenie pod katem ich powinowactwa do
receptorow 5-HT1a, 5-HT2a i D2, co pozwolito na identyfikacje zwiazkoéw 12e, 12i oraz 19a
(symbole zgodne z publikacja [P3]) (Rysunek 18) jako ligandéw o najwyzszym powinowactwie
do badanych receptorow. Wybrane zwiazki, 12i i 19a, wykazaly wiasciwosci
przeciwpsychotyczne w teScie hiperaktywnosci lokomotorycznej indukowanej przez D-
amfetaming oraz MK-801 u myszy. Dziatanie anksjolityczne zaobserwowalismy wytacznie dla
zwigzku 12h. Ponadto zwigzek 19a wykazal istotng aktywno$¢ przeciwdepresyjng w tescie
wymuszonego plywania u myszy. Korzystny i bardziej kompleksowy profil aktywnosci
zwigzku 19a stanowi solidng przestanke do dalszych racjonalnych poszukiwan nowych lekow

przeciwpsychotycznych w obrebie tej klasy strukturalne;.

NH,
@V” Jon
H H
N N | X
H H —
0 0 N
19a 12i

Rysunek 18 Struktura zwigzkow 19a i 12i (symbol zgodny z [P3]).
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Uzyskane wyniki zostaty opisane w trzech publikacjach, w dwodch z nich peni¢ role autora
korespondujacego:

P1.  Model structure-activity relationship studies of potential tropane 5-HT1a, 5-HT2a, and
D2 receptor ligands

Stowinski, T.; Stefanowicz, J.; Wrébel M.Z; Herold F.; Mazurek, A.; Plucinski, F.; Mazurek,
A.P.; Wolska, I.

Medicinal Chemistry Research, 2013, DOI: 10.1007/s00044-012-0305-6;
0 pkt. IF 20 pkt. MNiSW

P2.  Synthesis and biological investigation of new equatorial (B) stereoisomers of 3-
aminotropane arylamides with atypical antipsychotic profile

Stefanowicz, J.; Stowinski, T.; Wrobel, M.Z.*; Herold, F.; Gomoéika, A.E.; Wesotowska, A.;
Jastrzebska-Wigsek, M.; Partyka, A.; Andres-Mach, M.; Czuczwar, S.J.; Luszczki, J.J.; Zagaja,
M.; Siwek, A.; Nowak, G.; Zohierek, M.; Baczek, T.; Ulenberg, S.; Belka, M.; Turlo, J.

Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2016, DOI: 10.1016/j.bmc.2016.06.038;
2,930 pkt. IF 25 pkt. MNiSW

P3.  Synthesis and biological investigations of 3f-aminotropane arylamide derivatives with
atypical antipsychotic profile

Stefanowicz, J.; Stowifiski, T.; Wrébel, M.Z.*; Slifirski, G.; Dawidowski, M.; Stefanowicz,
Z.; Jastrzgbska-Wiesek, M.; Partyka, A.; Wesotowska, A.; Turlo, J.

Medicinal Chemistry Research, 2018, DOI: 10.1007/s00044-018-2203-z;
1,720 pkt. IF 20 pkt. MNiSW

* - autor korespondujacy
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3.4.2 Synteza i ocena biologicznej aktywnosci przeciwpsychotycznej pochodnych N-[w-(4-
podstawionopiperazyn-1-ylo)alkilo]-1H-indazol-3-karboksamidu.

Kontynuujac temat naukowy dotyczacy projektowania nowych zwiazkéw o potencjalnym
dziataniu w leczeniu chorob OUN, moim drugim dodatkowym osiggnieciem naukowym w
dyscyplinie nauki farmaceutyczne byto opracowanie i optymalizacja metody syntezy nowych
zwigzkow LCAPs, pochodnych 1H-indazolo-3-karboksyamidéw, o powinowactwie do
receptora 5HT1a oraz D>, potencjalnych atypowych neuroleptykow III generacji. Tematyka ta
bylta przeze mnie rozwijana we wspOtpracy z dr hab. Agnieszkg Kaczor z Katedry i Zaktadu
Syntezy i Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Strukture badanych zwiazkéw zaprojektowano w
oparciu o wyniki badan dr hab. Kaczor, dotyczace poszukiwania ligandow receptora D>
technikg structure-based virtual screening [103]. Rezultatem badan pod przewodnictwem dr
hab. A. Kaczor byto wyselekcjonowanie 21 ligandéw receptora D2 z ktorych zwigzek D2AAK3
okazat si¢ by¢ najlepszy i zostal oznaczony jako ,.hit to lead” (Rysunek 19).

/\/\N/\\N F3
QO
NN
H
D2AAK3
Rysunek 19 Wielocelowy ligand receptoréw aminergicznych GPCR, pochodna N-[w-(4-
podstawionych-piperazyn-1-ylo)alkilo]-1H-indazolo-3-karboksyamidu (D2AAK3)[103].
Moim zadaniem bylo zaprojektowanie serii analogéw D2AAKS3 w grupie LCAPS, opracowanie
i optymalizacja metody ich syntezy oraz oczyszczania. Schemat syntezy zostat przedstawiony

na Rysunek 20. Opracowana przeze mnie metoda zostata z sukcesem zaimplementowana do

otrzymania innych pochodnych, ktore byly lub sg badane przez Zespot dr hab. Kaczor.

2 2 ii P
i — /\
— N N N-R
NH O+ e N e —— @I;?N\,Wsr + HN N-R ©< AN
[e]
O
4

(0]

Ry

iii /\ A N N-R R @
) 7N - N
—> HZNM;\N N—-R L) \’Hr}/ 7/ = 2
| — \
N,N X=N, CH; Ry iR,=H, OCH

n=1.2
5

Rysunek 20 Synteza pochodnych N-[w-(4-podstawionych-piperazyn-1-ylo)alkilo]-1H-indazolo-3-
karboksyamidu 6a-f. Odczynniki i warunki: (i) 1,4-dibromobutan, K,CQOs, butan-2-one, reflux, 10 h; (ii)
N-podstawione piperazyny, K,COs, Klca), ACN, reflux, 5-22 h; (iii) NH2NH; - H20, EtOH 96%,
reflux, 3 h; (iv) kwas 1H-indazolo-3-karboksylowy, CDI, DMF, 60 °C, 2 h — 4.5 h.
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Wyniki wstepnych badan in vitro dla otrzymanych przeze mnie analogéw 6a-f i metoda syntezy
opracowana przeze mnie poshuzyta do otrzymania catej serii pochodnych, ktére wykazuja
polifarmakologiczny profil receptorowy, sa ligandami aminergicznych receptorow
sprz¢zonych z biatkami G (GPCR), w szczegdlnosci receptora dopaminowego D, oraz

receptoréw serotoninowych 5-HT1a i 5-HT2a -opisane w publikacjach [P4] oraz [P5].

Na podstawie przeprowadzonych przeprojektowan zidentyfikowano dwa najbardziej
obiecujace zwigzki. N-(3-[4-(4-fluorofenylo)piperazyn-1-ylo]propylo)-1H-indazol-3-
karboksamid (10) [P4] oraz N-(4-[4-(4-fluorofenylo)piperazyn-1-ylo]butylo)-1H-indazol-3-
karboksamid (11) [P5]. Oba zwiazki wykazywaty obiecujace profile farmakologiczne, taczac
antagonizm wobec D i 5-HT2a oraz agonizm wobec 5-HT1a, co moze jest korzystne w terapii
schizofrenii. Zwigzek 10 D2: Kj = 284 nM, 5-HT1a: Ki = 114 nM, 5-HT2a: Ki = 94,4 nM;
Zwiazek 11 Da: Kj = 45,7 nM, 5-HT1a: Kj = 160 nM, 5-HT2a: Ki = 96,4 nM.

zwigzek 10 [P4] zwigzek 11 [P5]

Rysunek 21 Struktura pochodnych 1H-indazol-3-karboksamidu zwigzku 10 i 11 o silnym dziataniu
przeciwpsychotycznym.

Zwiazek 10 wykazywat dobrg przepuszczalno$¢ (BBB), co sugeruje wysoka biodostepno$é w
OUN. Zarowno zwigzek 10, jak i zwigzek 11 (Rysunek 21) wykazywaly silne dziatanie
przeciwpsychotyczne, redukujac nadpobudliwo$¢ ruchowa indukowang amfetaming w tescie
aktywnosci lokomotorycznej i nadpobudliwosci indukowanej amfetaming, przy czym nie
wplywaty negatywnie na pamie¢ 1 koordynacje ruchowa w tescie pamigci pasywnej (PA Test)
i Test koordynacji ruchowej (Rota-Rod Test). Zwigzek 11 w wysokich dawkach wykazywat
efekt sedacyjny, co moze mie¢ znaczenie w dalszych badaniach nad jego zastosowaniem

terapeutycznym.
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Na podstawie powyzszych badan zostal nam przyznany patent polski oraz powstaly dwa
artykuly, w ktorych jestem wspotautorem:

[PATENT] “N-/w-(4-substituted-piperazin-1-yl)alkyl]-1H-indazole-3-carboxamide
derivatives, method of their preparation and their application”, Pat.244248, WUP 27-12-2023

Kaczor Agnieszka Anna [PL]; Stepnicki Piotr [PL];Wrdobel Tomasz [PL]; Matosiuk Dariusz
[PL]; Castro Pérez Maria De Los Angeles [ES]; Loza Garcia Maria Isabel [ES]; Wrébel
Martyna Z [PL]; Chodkowski Andrzej [PL]; Turto Jadwiga [PL];

P4.  Novel multi-target ligands of dopamine and serotonin receptors for the treatment of
schizophrenia based on indazole and piperazine scaffolds—synthesis, biological activity, and
structural evaluation

Stepnicki, P.; Wronikowska-Denysiuk, O.; Zigba, A.; Targowska-Duda, K.M.; Bartyzel, A,;
Wroébel, M.Z.; Wrobel, T.M.; Szataj, K.; Chodkowski, A.; Mirecka, K.; Budzynska, B.;
Fornal, E.; Turlo, J.; Castro, M.; Kaczor, A.A.

Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 2023, DOI:
10.1080/14756366.2023.2209828,

5,6 pkt. IF 140 pkt. MNiSW

P5.  Discovery of novel arylpiperazine-based DA/5-HT modulators as potential
antipsychotic agents - Design, synthesis, structural studies and pharmacological profiling

Stepnicki, P.; Targowska-Duda, K.M.; Martinez, A.L.; Zigba, A.; Wronikowska-Denysiuk,
O.; Wrébel, M.Z.; Bartyzel, A.; Trzpil, A.; Wrébel, T.M.; Chodkowski, A.; Mirecka, K.;
Karcz, T.; Szczepanska, K.; Loza, M.1.; Budzynska, B.; Turlo, J.; Handzlik, J.; Fornal, E.;
Poleszak, E.; Castro, M.; Kaczor, A.A.

European Journal of Medicinal Chemistry, 2023, DOI: 10.1016/j.ejmech.2023.115285,
6,0 pkt. IF 200 pkt. MNiSW
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4. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA
ALBO ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI,
INSTYTUCJI NAUKOWE]J LUB INSTYTUCJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI
ZAGRANICZNEJ.

41  Aktywno$¢ naukowa realizowana we wspolpracy z innymi uczelniami 1 instytucjami

naukowymi w szczegdlnosci zagranicznymi.

Synteza aminokwasow nienaturalnych, peptydomimetykow i peptydow.

Wspolpraca z prof. Maciejem Dawidowskim z Katedry 1 Zaktadu Technologii Lekéw i
Biotechnologii Farmaceutycznej WUM, byla poczatkiem mojego zainteresowania nowym
kierunkiem badawczym jakim byto zastosowanie jako lekéw zwigzkéw z grupy
peptydomimetykéw 1 peptydow. Aby rozpocza¢ prace w tym nowym dla mnie obszarze
naukowym w terminie 4.03 — 31.03.2019 odbylam staz naukowy w Pracowni Peptydow
Zakladu Chemii Organicznej na Wydziale Chemicznym Uniwersytetu Warszawskiego
kierowanej przez prof. Aleksandre Misicka-Kesik. Opiekunem stazu byta dr hab. Karolina
Putka-Ziach. W trakcie stazu poznalam nowe techniki laboratoryjne syntezy peptydéw na
nosniku statym (ang. solid-phase peptide synthesis; SPPS) a takze SPPS w reaktorze
mikrofalowym. Nabylam umiejetnosci projektowania peptydéw aktywnych biologicznie,
sposobu ich syntezy oraz izolacji i oczyszczania metodami chromatograficznymi z
wykorzystaniem HPLC. Nabyte kompetencje naukowe wykorzystalam projektujac peptyd
cykliczny, ktéry byl przedmiotem badan projektu MINIATURA 2 2018/02/X/NZ7/02747
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki pod tytulem ,,Synteza peptydéw
cyklicznych jako sond molekularnych hamujacych tworzenie kompleksu PEX5-PTS1”,
ktorego bylam kierownikiem. Celem projektu bylo otrzymanie cyklicznego peptydu
MZWO002 Schemat 6, ligandu biatka peroksysomalnego PEXS, ktory kompetencyjnie wigzatby
si¢ w miejsce odcinka sygnatowego PTS1, jako sondy molekularnej do badania biogenezy i
funkcji peroksysomoéw. Zwigzki o takiej aktywnosci biologicznej mogg pomoc lepiej poznaé
szlak PEX 1 mechanizm transportu bialek do peroksysomow. Moga one rowniez staé si¢
potencjalnymi lekami przeciw chorobom wywotanym przez §widrowce (choroba Chagasa,
Spiaczka afrykanska).

Projekt zaktadal synteze peptydu cyklicznego MZWO002. Zadanie realizowatam w kilku
etapach. Kwas (2S)-2-[(Fmoc)amino]-4,4-dimetyloheks-5-enoinowego (AA1l) otrzymatam
zgodnie z metodg opisang w literaturze [104]. Synteza MZWO002 wymagata otrzymania
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nowego zwigzku N-5-(but-3-en-1-ylo)-N-2-Boc-L-glutaminy (AA2), ktory otrzymatam wedtug

zaprojektowanej przeze mnie procedury opisanej na Schemat 4.

Boc,0, NaHCO3

Oy -OtBu Ox-OtBu HCl/Dioxane Ox-OH THF/H,0
- —_— o —_— RS —_ «
BocHN' BocHN H HoN H BocHN H
OH No~F No~F N o~~~
(0] o (0]

Schemat 4 Synteza N-5-(but-3-en-1-ylo)-N-2-Boc-L-glutaminy (AA2).
Peptydu MZW001 otrzymatam na drodze syntezy SPPS [105][106][107] (Schemat 5). Reakcj¢

prowadzitam zaréwno na zywicy 2-Chlorotritylowej jak i na zywicy Wanga.

NHBoc NHBoc
o
OH o~ O >L J: HNJ: ?\H
FmocHN ~~“L\\o HoN -“‘L\\o Fmoc SPPS oHN o
— NH
= = BocHN" BocHN" H Z
N ~F
AA1 O mzwoo1

Schemat 5 Synteza peptydu MZWO001 na no$niku statym, metodg SPPS.

Ostatnim etapem byta reakcja metatezy z zamknigciem pierscienia (ang. ring-closing
metathesis; RCM) oraz redukcja wigzania podwojnego z jednoczesnym odbezpieczeniem grup
funkcyjnych Schemat 6. Przygotowujac si¢ do tego zadania konsultowalam si¢ z
pracownikami Laboratorium Syntezy Metaloorganicznej Uniwersytetu Warszawskiego z
grupy prof. Karola Greli oraz odbylam u nich szkolenie i nabylam uprawnienia do
samodzielnej obslugi aparatu firmy Agillent 400-MR DD2 400 stuzacego do okreslania
struktury metodg spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego NMR.

NHBoc NHBoc NH,

H N -0 O H HN
HOAKKO
metateza j O._NH
—_— N
BocHN H,N v
(0]
MZWo001 MZW002

Schemat 6 Synteza peptydu cyklicznego MZW002 w reakcji metatezy z zamkni¢ciem pierscienia.

Realizacja dzialania naukowego w ramach projektu MINIATURA 2 pozwolila mi na
rozpoczecie wspolpracy z zespolem prof. Grzegorza Dubina z Malopolskiego Centrum
Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego dotyczacej opracowania nowych sad

molekularnych w szlaku do glikosomalnego PEX. Wspoélprace t¢ kontynuowatam w ramach
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projektu OPUS NCN UMO-2018/31/B/NZ7/02089 ,Nowe, racjonalnie zaprojektowane
modulatory importu enzymow do glikosomu w pasozytach Trypanosoma” pod kierownictwem
prof. Macieja Dawidowskiego jako wykonawca. Do moich obowigzkéw nalezato
projektowanie 1 synteza zwigzkow chemicznych, okreslenie ich wlasciwosci

fizykochemicznych oraz ocena ich czystosci.

Dalsza wspolpraca z prof. Maciejem Dawidowskim skierowata moja uwage na duze
znaczenie reakcji multikomponentowych (ang. multicomponent reactions, MCRs) dla
otrzymania zwigzkoéw o aktywnosci biologicznej. Efektem naszych badan byto opublikowanie
metody syntezy pochodnych 2-oksopiperazyn za pomocg pieciocentrowe;j, czterosktadnikowe;j
reakcji Ugiego, po ktorej nastepuje sekwencja odblokowania i cyklizacji Rysunek 22 —
publikacja [D4].

D4. Ugi 5-center-4-component reaction of a-amino aldehydes and its application in
synthesis of 2-oxopiperazines
Splandesci, M.; Wrobel, M.Z.; Madura, 1.D.; Dawidowski, M.
Mol Divers. 2024, DOI: 10.1007/s11030-023-10760-1.
3,9 pkt. IF 70 pkt. MNiSW

Po raz pierwszy jako karbonylowe komponenty w kluczowej reakcji Ugiego (U-5C-4CR)
zastosowano N-Boc-a-aminoaldehydy. Metode syntezy wykorzystalismy do otrzymania
peptydomimetykow pochodnych oksopiperazyny jako potencjalnych inhibitorow interakcji
biatek PEX14 i PEX5 w ramach projektu OPUS12 2016/23/B/NZ7/03339 ,,Peptydomimetyki
pochodne oksopiperazyny jako potencjalne inhibitory interakcji bialek PEX14 1 PEXS5”
finansowanego przez NCN.

R1//'ﬁS)NHBOC MeOH R1 81
-5C-4CR . . g
CHO g U{% RZHNOCW@ NHBoc ~ deprotekeja g UINOC ., /(ST NH
**NH 5, COOMe —_— \ 50
NG ‘[@ /NL:y cyklizacja RN
Ry Ry “COOH Ri &, R

Rysunek 22 Zaplanowana sekwencja Ugi/deprotekcja/cyklizacja oparta na wariancie U-5C-4CR.

Realizujac zadania w ramach wymienionych projektow OPUS dotyczacych syntezy
inhibitorow interakcji biatek PEX14 i PEXS5 mialam okazje pracowa¢ w mig¢dzynarodowym
zespole naukowym z naukowcami z Instytutu Biologii Strukturalnej, Helmholtz Zentrum
Miinchen i Centrum Zintegrowanej Nauki o Biatkach, Wydziatu Chemii, Politechniki
Monachijskiej z Niemiec kierowanymi przez prof. Martina Settlera oraz prof. Grzegorza
Popowicza. W ramach mojej wspolpracy z wyzej wymienionymi grupami naukowymi
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zaproponowatam koncepcj¢ rozwijania badan nad zwigzkiem CCB002 Rysunek 23. Efektem
byl projekt ,Synteza nowych inhibitoréw interakcji CPAP-tubuliny o dziataniu
przeciwnowotworowym” (projekt wewnetrzny Nr. FW26/1/F/GW/N/20), ktérego bytam

kierownikiem.

Celem projektu bylo otrzymanie zwigzkow hybrydowych, analogow zwigzku CCBO02, ktore
taczylyby dwie strategie poszukiwania nowych terapii przeciwnowotworowych [108]. Zwigzki
te zostaly zaprojektowane jako inhibitory interakcji CPAP-tubuliny oraz jako cytotoksyczne
inhibitory glikolizy. Realizujac projekt opracowatam metod¢ syntezy zaplanowanego w

projekcie koniugatu pochodnej CCBO02 i glukozy, czyli zwigzku MMW103 (Rysunek 23).

NN OH
> N ! HO 0
N OMe HO
CN

CCB002 2-Deoxy-D-glucose (2-DG)
N\ e
Xy N 9y o) :
N/ g7 H/\/N\H/\)J\NHOQ"LOH;
CN o HO 0" !
OH
"""""""""" wawios

Rysunek 23 Projektowanie struktury wiodacej zwigzku MMW103.
W ramach projektu moim zadaniem byta synteza  pochodnej 3-
chlorobenzol[b][1,6]naftyrydyno-4-karbonitrylu (TOK336) Schemat 7, ktory postuzyt jako

substrat w zaprojektowanej przeze mnie metodzie otrzymywania zwigzku MMW103 Schemat

o}
o} MeO>L
Z
" NJK/CN . Meo N o HN N
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EtOH, refl., 12h NC
NMe, NMe,
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AcOH, refl, 12h AcOH, H,O, it HN (¢}
N AN AN
CN
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“~ )‘ |
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refl, 12h
TOK336 TOK298

Schemat 7 Synteza pochodnych benzo[b][1,6]naftyrydyno-4-karbonitrylu TOK336 i TOK298 [109].
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Schemat 8 Synteza zwigzku koncowego MMW103.

Zwiazek MMW103 zostal przebadany w tescie Alphascreen przez Instytut Biologii
Strukturalnej, Helmholtz Zentrum Miinchen razem ze zwigzkiem referencyjnym CCBO002,

MMW101 oraz innymi analogami zwigzku TOK336, wyniki zebrano na Rysunek 24.
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Rysunek 24 Zdolno$¢ otrzymanych pochodnych do inhibicji interakcji CPAP-tubulina z
wykorzystaniem technologii Alphascreen.

Aktywnos¢ zwigzku MMW103 w tescie byta duzo nizsza od zwigzku referencyjnego
natomiast nadal jest on aktywny. Warto zwroci¢ uwage, ze duzym ograniczeniem zwigzku
CCBO002 sg jego stabe parametry farmakokinetyczne, dlatego otrzymany MMW103 pomimo
nizszej aktywnosci ma szans¢ te wlasciwosci poprawi¢. MMW103 wpisuje si¢ z teori¢ ,,smart
delivery” poszukiwania nowych lekow przeciwnowotworowych: zwieksza przepuszczalnos¢
przez bariere krew-mozg oraz nasila kumulacj¢ zwigzku na terenie komorek rakowych, ktorych
cecha jest zwickszone zapotrzebowanie na glukozg. Uwage zwraca zwigzek TOK298 (Schemat
7), ktory byt bardziej aktywny w tescie niz CCB002. W celu weryfikacji skutecznosci

biologicznej nowo otrzymanych zwigzkow w kontekscie ich potencjalnego zastosowania w
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terapii nowotworowe] planowane sg badania (we wspdlpracy z Uniwersytetem Heinricha
Heinego w Diisseldorfie) przeciwnowotworowe in vivo, wptywu otrzymanych zwigzkow o
wysokiej aktywnosci in vitro, na ich aktywno$¢ przeciwnowotworowg na rozne linie
komorkowe H1975 (rak ptuc) czy MDA-MB-231 (rak piersi), co pozwoli oceni¢ specyficznos$¢

dziatania zwigzku wzgledem danego typu nowotworu.

Rownolegle, bratam udziat w pracach nad syntezga i oceng aktywnosci przeciwdrgawkowe;j
pochodnych 2-arylo-2-(pirydyn-2-ylo)acetamidow Qdzie zostalam wlaczona w prace
miedzynarodowego zespotu sktadajgcego sie grup z Instytutu Biologii Strukturalnej, Helmholtz
Zentrum Miinchen i Centrum Zintegrowanej Nauki o Biatkach, Wydziatu Chemii, Politechniki
Monachijskiej z Niemiec kierowanej przez prof. Grzegorza Popowicza oraz Katedry Fizjologii,
Centrum Biomedycznego, Wydziat Medycyny w PilZznie, Uniwersytet Karola z Czech
kierowanej przez prof. Milana Stengl oraz grupy ze Szkoly Fizjologii, Farmakologii i Nauk
Neurologicznych, Wydziatu Nauk Medycznych, Uniwersytet w Bristolu w Wielkiej Brytanii
kierowanej przez prof. Jules C. Hancox. Otrzymane zwigzki wykazywaly szeroka aktywnos$¢
w ,.klasycznych” testach maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES) oraz podskornego
podania metrazolu (scMET), jak réwniez w modelach napadéow lekoopornych — 6 Hz oraz
kindlingu. Ponadto, zwiagzki charakteryzowaly si¢ korzystnym wskaznikiem terapeutycznym,
tj. relacja migdzy dziataniem przeciwdrgawkowym a uposledzeniem funkcji motorycznych.
Wiyniki zostaty opublikowane w publikacji [D5].

D5.  Structure-activity relationship and cardiac safety of 2-aryl-2-(pyridin-2-yl)acetamides
as a new class of broad-spectrum anticonvulsants derived from Disopyramide

Dawidowski, M.; Kr6l, M.; Szulczyk, B.; Chodkowski, A.; Podsadni, P.; Konopelski, P.; Utnal,
M.; Szuberski, P.; Wrébel, M.Z.; Zhang, Y.; El Harchi, A.; Hancox, J.C.; Jarkovska, D.;
Mistrova, E.; Sviglerova, J.; gtengl, M.; Popowicz, G.M.; Turlo, J.

Bioorg. Chem., 2020, DOI:10.1016/j.bioorg.2020.103717.
5,275 pkt. IF 100 pkt. MNiSW

Doswiadczenie zdobyte przy poprzednich projektach badawczych wyznaczyto kierunek
moich aktualnych badan. Obecnie moje badania koncentrujg si¢ na zastosowaniu reakcji
multikomponentowych (MCRs) do otrzymania peptydomimetykow 1 aminokwasoéw
nienaturalnych jako blokow budulcowych w syntezie peptydow o spodziewanej aktywnos$ci
biologicznej. Swoje prace prowadze jako czlonek miedzynarodowego zespolu badawczego
w ramach projektu OPUS 24 2022/47/B/INZ7/01411 , Eksploracja niezbadane]j przestrzeni
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chemicznej zwigzkow lekopodobnych: nowe klasy pochodnych sulfoksymin i ich aktywno$¢
biologiczna” pod kierownictwem prof. Macieja Dawidowskiego, gdzie petni¢ role wykonawcy.
Wykorzystujac swoje do$wiadczenie i nawigzang wspolprace naukowa w czasie stazu
naukowego w Pracowni Peptydow UW z dr Anng Puszko pracuje nad otrzymaniem nowych
pochodnych  sulfoksymin, o-aminokwasow nienaturalnych, za pomocg reakcji
multikomponentowej Streckera. Rozwijajac moje badania chcg¢ udowodni¢ mozliwosé
modyfikacji pokondensacyjnych otrzymanych zwigzkoéw (Rysunek 25) oraz mozliwo$¢ ich
wykorzystania jako substraty w syntezie SPPS analogow peptyddéw o aktywnosci biologicznej,

ktore mogg by¢ stosowane jako leki, Rysunek 25.
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R 1 2
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SSNH izac) synteza blokéw R 2. Ry SRy _© R% 1
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::> > I ochodne sulfoksymin
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LT | 5 5 R,
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R=$-Rs

Rysunek 25 Synteza pochodnych sulfoksymin za pomoca reakcji Streckera. a) hydroliza; b) substytucja;
¢) kondensacja.

4.2 Staze naukowe
e Pracownia Peptydéw, Zaklad Chemii Organicznej Wydziatu Chemicznego Uniwersytetu
Warszawskiego, STAZYSTA

4 marca 2019 — 31 marca 2019
W trakcie stazu nabytam wiedzg¢ 1 umiejetnosci praktyczne z zakresu syntezy peptydow na
nos$niku statym w warunkach standardowych oraz w reaktorze mikrofalowym oraz metod
oczyszczania produktow syntezy z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC). W trakcie stazu nawigzatam wspotpracg naukowa z dr Anng Puszko
UW, dotyczaca syntezy peptydow i peptydomimetykow, ktora aktualnie stanowi jeden z
gtéwnych obszaréw moich badan.

e Gedeon Richter Grodzisk Mazowiecki, Wytwornia Lekow Gotowych, PRAKTYKANT

4 listopada — 29 listopada 2019
W ramach praktyk odbylam szkolenie z podstaw technologii wytwarzania statych postaci
lekow w skali przemystowej (nawazanie 1 obrobka surowcéw, granulacja, tabletkowanie,
powlekanie, pakowanie), kontrola etapow wytwarzania (IPC), ogdlne zapoznanie z pracg w

jednostkach innych — Oddziat Poéttechniki, Dziat Kontroli Jakosci, Dzial Rozwoju
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Produktow. W trakcie praktyk uzupelitam swoje kompetencje jako osoba odpowiedzialna

za organizacj¢ 1 koordynowanie zaje¢ dla Bloku Fakultatywnego Bloku Farmacja

Przemystowa i Biotechnologia Farmaceutyczna (FPiBF), ktorg petni¢ od 2018r oraz jako

kierownik przedmiotow ,,Przemystowa Technologia Leku Syntetycznego”, ,,Cykl zycia

leku. Od pomystu do wdrozenia” oraz ,,Rola farmaceuty 1 jego miejsce w przemysle

farmaceutycznym” dla kierunku Farmacja na Warszawskim Uniwersytecie Medycznym.

Aktualnie wspoélnie z pracownikami Gedeon Richter realizuj¢ zadania zwigzane z

organizacjg zaje¢ dydaktycznych w obszarze farmacji przemystowej, ktore majg na celu

praktyczne zapoznanie studentow Wydzialu Farmaceutycznego z wytwarzaniem form

suchych lekow w skali przemystowe;.

4.3

Projekty badawcze

Poza projektami wymienionymi w rozdziale 3.3, bylam/jestem wykonawcg lub kierownikiem
nastepujacych projektow:

Zakonczone:

»Synteza peptydow cyklicznych jako sond molekularnych hamujacych tworzenie
kompleksu PEX5-PTS1”

Zrédto finansowania: Narodowe Centrum Nauki
Nazwa konkursu: MINIATURA

Numer rejestracyjny: 2018/02/X/NZ7/02747
Kierownik: dr Martyna Wrobel

»dynteza nowych inhibitorow interakcji CPAP-tubuliny o dzialaniu
przeciwnowotworowym”

Zrédto finansowania: Warszawski Uniwersytet Medyczny
Nazwa konkursu: Grant Wewngetrzny

Numer rejestracyjny: FW26/1/F/GW/N/20

Kierownik: dr Martyna Wrobel

»INowe, racjonalnie zaprojektowane modulatory importu enzymow do glikosomu w
pasozytach Trypanosoma”

Zrédto finansowania: Narodowe Centrum Nauki
Nazwa konkursu: OPUS

Numer rejestracyjny: UMO-2018/31/B/NZ7/02089
Kierownik: prof. Maciej Dawidowski
Wykonawca: dr Martyna Wrébel
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Realizowane:

e  Eksploracja niezbadanej przestrzeni chemicznej zwiazkow lekopodobnych: nowe
klasy pochodnych sulfoksymin i ich aktywno$¢ biologiczna”

Zrédto finansowania: Narodowe Centrum Nauki
Nazwa konkursu: OPUS

Numer rejestracyjny: UMO-2022/47/B/NZ7/01411
Kierownik: prof. Maciej Dawidowski
Wykonawca: dr Martyna Wrébel

e ,Wykorzystanie bioaktywnego metabolitu postbiotycznego procyjanidyn - PVVL208
w terapii stanéw zapalnych skory o rdznej etiologii”

Zrédto finansowania: Agencja Badan Medycznych

Nazwa konkursu: 2024/ABM/03/KPO

Numer rejestracyjny: 2024/ABM/03/KPO/KPOD.07.07-1W.07-0135/24-00
Kierownik: prof. Jakub PiwowarskKi

Wykonawca: dr Martyna Wrobel

4.4  Wspolpraca naukowa z innymi jednostkami potwierdzona publikacjami i patentami
Dyscyplina naukowa w ktora wpisuja si¢ prowadzone przeze mnie badania: chemia
medyczna ma charakter interdyscyplinarny, ktory wymaga zaangazowania wielu o$rodkow
naukowych z obszaru: obliczen in silico, badan biologicznych in vitro i in vivo, badah ADMET,
krystalografii oraz farmakokinetyki. Dlatego posiadam wieloosrodkowa wspotprace naukowa

krajowgq 1 zagraniczng.
Pochodne pirolidyno-2,5-dionu oraz pochodne 3f-aminotropanu

Pracujac nad nowymi zwigzkami w grupie pochodnych pirolidyno-2,5-dionu oraz
pochodnych 3B-aminotropanu ocena ich profilu polifarmakologicznego w badaniach
radioreceptorowych in vitro byta mozliwa dzigki:

e wspolpracy z dr Agatg Siwek i prof. Gabrielem Nowakiem z Katedry Farmakobiologii

Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie (8 publikacji),

e prof. Andrzejem Bojarskim 1 dr Grzegorzem Satalg z Zaktadu Chemii Lekow, Instytut
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk (IF PAN) (5 publikacji).
Badania behawioralne in vivo oceniajace aktywnos$¢ przeciwdepresyjng oraz receptorowy profil
funkcjonalny byla efektem wspoipracy z:
e dr hab. Katarzyng Stachowicz i dr hab. Bernadetta Szewczyk z grupy prof. Gabriela
Nowaka z Zaktadu Neurobiologii Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej

Akademii Nauk (IF PAN) (4 publikacje),
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e zespolem prof. Stanistawa Jerzego Czuczwara Zaktad Patofizjologii Uniwersytet
Medyczny w Lublinie (1 publikacja),
e zespolem prof. Anny Wesotowskiej z Zakladu Farmacji Klinicznej, Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie (2 publikacje),
e zespolem prof. Martg Andres-Mach z Zaktadu Farmakologii Do§wiadczalnej, Instytut
Medycyny Wsi im. Witolda Chodzki w Lublinie (1 publikacja).
Badania in vivo choroby Parkinsona w modelu szczurzym byly mozliwe dzigki mojej
wspotpracy naukowej z

e prof. Christopherem Bishop i dr Michaelem Coyle z Wydziatu Psychologii,
Uniwersytetu Binghamton z Nowego Jorku USA (1 poster konferencyjny).

Ocena stabilno$¢ metaboliczng w badaniach eksperymentalnych i in silico otrzymanych
pochodnych:

e Wspotpraca naukowa z prof. Tomaszem Baczkiem, dr hab. Mariuszem Belkg oraz dr
Szymonem Ulenbergiem z Katedra i Zaklad Chemii Farmaceutycznej Gdanski
Uniwersytet Medyczny pozwolita (5 publikacji).

Badania in silico modelowanie molekularne i dokowanie badanych zwigzkow:

e wspolpracy naukowej z prof. Aleksandrem Mazurkiem z Zaktadu Chemii Lekéw

wykonano (3 publikacje).
Pochodne 1H-indazolo-3-karboksyamidéw.

Wspotpraca naukowa z:

e Zespotem kierowanym przez dr hab. Agnieszke Kaczor z Katedry i Zaktadu Syntezy
i Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie (2 publikacje, 1 patent),

e 7z grupa prof. Marian Castro i prof. Maria |. Loza z Katedry Farmakologii, Centrum
Badanh nad Medycyng Molekularng 1 Chorobami Przewlektymi (CiMUS),
Uniwersytetu w Santiago de Compostela oraz Instytutu Badan Zdrowotnych w
Santiago de Compostela (IDIS) z Hiszpanii (2 publikacje, 1 patent).
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Przeciwdrgawkowe pochodne 2-arylo-2-(pirydyn-2-ylo)acetamidéw.

Wspoblpraca naukowa z:

Instytutem Biologii Strukturalnej, Helmholtz Zentrum Miinchen i Centrum
Zintegrowanej Nauki o Bialkach, Wydziatu Chemii, Politechniki Monachijskiej z
Niemiec kierowanej przez prof. Grzegorza Popowicza (1 publikacja),

Katedra Fizjologii, Centrum Biomedycznego, Wydzial Medycyny w Pilznie,
Uniwersytet Karola z Czech kierowanej przez prof. Milana Stengl (1 publikacja),
Szkola Fizjologii, Farmakologii i Nauk Neurologicznych, Wydzialu Nauk
Medycznych, Uniwersytet w Bristolu w Wielkiej Brytanii kierowanej przez prof. Jules
C. Hancox (1 publikacja),

Katedra 1 Zakladem Fizjologii 1 Patofizjologii Eksperymetalnej, Centrum Badan
Przedklinicznych, Warszawski Uniwersytet Medyczny, kierowanym przez prof.

Marcina Ufnala (1 publikacja).

Wykorzystanie MCRs do synteza aminokwasow nienaturalnych, peptydomimetykow i

peptydow.

Instytutem Biologii Strukturalnej, Helmholtz Zentrum Miinchen i1 Centrum
Zintegrowanej Nauki o Bialkach, Wydziatu Chemii, Politechniki Monachijskiej z
Niemiec (2 postery konferencyjne),

Laboratorium Krystalografii Biatek, Matopolskie Centrum Biotechnologii, UJ z
Krakowa (1 poster konferencyjny),

Laboratorium Peptydow, Wydziat Chemiczny, Uniwersytet Medyczny (3 postery
konferencyjne),

Katedra Chemii Nieorganicznej, Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska (1

publikacja).
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4.5

Wykaz wystapien na krajowych lub migdzynarodowych konferencjach naukowych

Przed doktoratem:

14.05.2010 VII Warszawskie Seminarium doktorantow — ChemSession’10,
Warszawa, poster, aktywny uczestnik

12-15.09.2010 XXI Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego,
Gdansk, poster, wspotautor

13.05.2011 VIII Warszawskie Seminarium doktorantdw — ChemSession’11,
Warszawa, poster, aktywny uczestnik

8-11.09.2011 IV Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, poster, aktywny
uczestnik

4-5.10.2011 The Modern Techniques for Drug Design Purposes, Warszawa, poster,
aktywny uczestnik

10.05.2012 IX Warszawskie Seminarium doktorantow — ChemSession’12,
Warszawa, poster, aktywny uczestnik

13-15.06.2012 VI Kopernikanskie Seminarium Doktorantow, Torun, poster,
aktywny uczestnik

13-15.09.2012 V Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, poster, aktywny
uczestnik

17-19.06.2015 II Sympozjum "Szkota Chemii Medycznej" Wroctaw, poster,
aktywny uczestnik

14-16.09.2015 Frontiers in Medicinal Chemistry, Antwerpii, Belgia, poster,
aktywny uczestnik

Po doktoracie:

28.06.2016 ,,Synteza i biologiczna aktywno$¢ pochodnych pirolidyno-2,5-dionu
0 potencjalnym dziataniu przeciwdepresyjnym” - wyktad na zaproszenie
Oddziatu Warszawskiego Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego
28.08-1.09.2016 XXIV EFMC International Symposium on Medicinal Chemistry,
Manchester, Manchester, poster, aktywny uczestnik

26-28.05.2022 ACCORD 2022. Interdisciplinary Conference on Drug Sciences,
Warszawa, poster, aktywny uczestnik

4-8.09.2022 EFMC-ISMC 2022 XXVII EFMC International Symposium on
Medicinal Chemistry, Nice, Francja, poster, aktywny uczestnik

23-25.05.2024 ACCORD 2024. Interdisciplinary Conference on Drug Sciences,
Warszawa, poster, aktywny uczestnik

5-9.10.2024 Neuroscience 2024, Chicago, Stany Zjednoczone, poster, wspotautor
4.03.2025 20th 20th EFMC Young Scientists Network MedChemBioOnline
Symposium, aktywny uczestnik

3.04.2025 X Minisympozjum Mlodych Naukowcow na Wydziale
Farmaceutycznym, Warszawa, poster, wspotautor

11-13.04.2025 20th Warsaw International Medical Congress, Warszawa,
prezentacja, wspdlautor
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5. INFORMACIJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYINYCH
ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE.

5.1

Osiagni¢cia dydaktyczne i organizacyjne

PRACE MAGISTERSKIE

Bylam opiekunem lub promotorem 14 prac magisterskich na Wydziale

Farmaceutycznym WUM:

1.

10.

11.

12.

13.

»Synteza pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)-pirolidyno-2,5-dionu, o powinowactwie do
receptorow 5-HT1a 1 biatka SERT” Katarzyna Mamla

»Synteza pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)-pirolidyno-2,5-dionu — zwigzkéw o
podwojnej wigzalnos$ci do receptorow 5-HT1a 1 biatka SERT” Emilia Kryszk

»Synteza nowych pochodnych 3-(1H-indol-3-ilo)-pirolidyno-2,5-dionu - zwigzkéw o
potencjalnym dziataniu przeciwdepresyjnym” Lukasz Zaba

,Poszukiwanie nowych antydepresantow III-ciej generacji w grupie SSRI+,
pochodnych pirolidyno-2,5-dionu” Ewelina Tarnowska

»dynteza nowych arylopiperazynowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu ligandow
serotoninowego receptora 5-HT1a,, Monika Marciniak

,Poszukiwania pochodnych 3-piperydyn-3-ylo-1H-indolu pirolidyno-2,5-dionu, o
potencjalnym dziataniu antydepresyjnym” Joanna Polska

»Synteza pochodnych 1H-indazolo-3-karboksyamidow potencjalnych atypowych
neuroleptykow IlI-generacji” Karolina Mirecka

»Synteza cyklicznego peptydu, analogu sekwencji PTS1” Aleksandra Bitant

»dynteza 1 analiza wplywu modyfikacji strukturalnych na powinowactwo do receptora
5-HT:a i SERT nowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu w grupie piperydyn-3-ylo-
1H-indolu” Michat Komorowski

»Synteza nowych inhibitorow interakcji CPAP-tubuliny w grupie pochodnych
benzo[b][1,6]naftyrydyny” Zuzanna Jachimczak

,Otrzymanie sulfoksyminowych analogéw a-aminonitryli o potencjalnym dziataniu
biologicznym” Mateusz Lewandowski

»Synteza pochodnych arylo-a-aminonitryli, o potencjalnym dziataniu biologicznym”
Gabriela Zyglinska

,,Synteza pochodnych a-[dimetylo(okso)sulfanylideno]aminokwaséw - analogow o-

aminokwasow naturalnych 1 nienaturalnych” Izabela J6zwiuk
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14. ,,Otrzymywanie nowych analogow a-arylo-a-aminonitryli i a-aminokwasow,

pochodnych sulfoksymin.” Zofia Korpusik

Pelnitam tez role recenzenta 5 prac magisterskich na Wydziale Farmaceutycznym WUM

oraz bytam opiekunem studentow z organizacji EPSA w 2010 roku i 2011 roku podczas

ich letnich praktyk miesigcznych w Katedrze i Zaktadzie Technologii Lekow i

Biotechnologii Farmaceutycznej na Wydziale Farmaceutycznym WUM.

ZAJECIA DYDAKTYCZNE

Kierunek Farmacja, Wydzial Farmaceutyczny WUM:

od 2012 prowadze laboratoria, seminaria i wyklady z przedmiotu ,,Synteza i
technologia srodkoéw leczniczych”,

2012 — 2016 prowadzitam laboratoria z przedmiotu ,,Biotechnologia
Farmaceutyczna”,

0d 2018 jestem osoba odpowiedzialna za organizacje, koordynowanie i sylabus
zaje¢ dla Bloku Fakultatywnego Bloku Farmacja Przemystowa i
Biotechnologia Farmaceutyczna (FPiBF). Aby podnies¢ swoje kompetencje w
obszarze farmacji przemystowej i naby¢ wiedz¢ na temat wytwarzania form
gotowych w skali przemystowej odbylam miesi¢czng praktyke zawodowg 4 — 29
listopada 2019 w dziale Wytwérnia Lekéow Gotowych w Gedeon Richter Sp. z
0.0 w Grodzisku Mazowieckim, opiekunem praktyk byta mgr. Agnieszka Zarczuk
(Zastgpca Dyrektora Produkcji 1 Logistyki ds. wytwarzania),

2019-2020 zostatam powotana na Czlonka Rady Programowej: Fakultatywnego
Bloku Programowego,

od 2019 jestem Czlonkiem Komisji Rekrutacyjnej Fakultatywnych Blokéw
Programowych,

od 2012 prowadzg laboratoria a od 2018 jestem kierownikiem przedmiotu
»Przemystowa Technologia Leku Syntetycznego” dla ktérego tworzylam nowe
materiaty dydaktyczne. W wyniku moich staran WUM podpisal List Intencyjny,
Porozumienie a nastgpnie Umowe W sprawie wspotpracy przy realizacji zajeé
dydaktycznych z Siecig Badawcza Lukasiewicz — Instytutem Chemii Przemystowej
imienia Profesora Ignacego Moscickiego w Warszawie, dzigki ktérej studenci w
ramach mojego przedmiotu moga korzysta¢ z infrastruktury IChP. Duzym

sukcesem bylo tez nawigzanie przeze mnie od 2018 roku trwatej wspotpracy
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dydaktycznej z firmami farmaceutycznymi: Gedeon Richter Polska Sp. z 0.0, Celon
Pharma s.a oraz Grand Medical Poland Sp. z 0.0.,

w 2021 bylam odpowiedzialna za stworzenie programu zaje¢ i sylabus
przedmiotu ,,Cykl zycia leku. Od pomystu do wdrozenia” ktorym kieruje i prowadze
wyktady lub seminaria,

w 2023 bylam odpowiedzialna za wspoltworzenie programu zajeé¢ i sylabus
przedmiotu ,,Rola farmaceuty i jego miejsce w przemysle farmaceutycznym”

ktorym kieruje i prowadzg seminaria.

STUDENCKIE KOLO NAUKOWE SYNTEZY I TECHNOLOGII LEKOW , SYNTHESIS”
— OPIEKUN

Od 2015 jestem opiekunem SKN ,,Synthesis”, ktorego cztonkowie brali udziat w wielu

projektach naukowych, publikowali w renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej

oraz brali udziat w szkoleniach, warsztatach oraz konferencjach krajowych i

miedzynarodowych, w liczbach:

Realizacja 7 mini-gratow
4 wystapienia/postery na konferencjach krajowych i 11 na konferencjach
mi¢dzynarodowych

9 publikacji

OPIEKUN MINI-GRANTOW STUDENCKICH WUM

1.

,»dynteza nowych, nienaturalnych aminokwas6w jako blokéw budulcowych do

syntezy analogow peptydow o potencjalnej aktywnosci biologiczne” kierownik

Kamila Swatowska

,,Synteza pochodnych 1H-indazolo-3-karboksyamidéw potencjalnych atypowych

neuroleptykow lll-generacji.” kierownik Karolina Mirecka

»dynteza i ocena wptywu rodzaju podstawnika halogenowego na powinowactwo do

receptora 5-HT1a i SERT nowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu w grupie

piperidyn-3-ylo-1H-indolu” kierownik Michat Komorowski

69



5.2

Osiagnigcia popularyzujace nauke
W 2016 wspoétorganizowatam razem z Biblioteka WUM ogolnouczelniane ,,Szkolenie
z medycznych baz danych Elsevier- Reaxys i ScienceDirect”,
Razem z SKN ,,Synthesis”, ktorego jestem opieckunem od 2018 wspoéttworzylam
Festiwal Kol Naukowych na Wydziale Farmaceutycznym WUM, Targi Kot
Naukowych na Warszawskim Uniwersytecie Medycznym oraz 17.10.2022 ,,Dzien
otwarty WUM”,
od 2022 organizuj¢ warsztaty z dr Michatlem Nowackim z Katedry i Zakladu
Technologii Lekow 1 Biotechnologii Farmaceutycznej dla studentow Wydziatu
Farmaceutycznego z ,,Planowania syntezy zwigzkow organicznych” i ,, Interpretacji
widm NMR zwigzkow organicznych”,
od 2019 roku petni¢ rolg recenzenta i/lub jurora z Wydzialowym Konkursie Prac
Magisterskich, Wydzialu Farmaceutycznego WUM,
nalezatam do komitetu organizacyjnego Konferencji Naukowej Wydzialu
Farmaceutycznego oraz Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych ,,Postep
wspolczesnej farmacja — nauka i przemyst” — 2020,
od 2024 roku jestem recenzentem w ramach Warsaw International Medical Congress —
WIMC,
petnitam rol¢ Chairpersons na mi¢dzynarodowej konferencji ACCORD 2022 oraz
ACCORD 2024, Interdisciplinary Conference on Drug Sciences.

RECENZOWANIE PRAC NAUKOWYCH

Wykaz recenzowanych prac naukowych lub artystycznych, w szczeg6lnosci publikowanych w

czasopismach mi¢dzynarodowych.

Wykonatam 9 recenzji w standardzie peer review dla 5 publikacji (na podstawie

zestawiania zweryfikowanego i opublikowanego przez ORCID oraz Web of Science):

1. Bioorganic chemistry, IF=4,5 4 recenzje
2. ChemistrySelect, IF=1,9 1 recenzje
3. ChemMedChem, IF=3,6 3 recenzje

4. Medicinal Chemistry Research, IF=2,3 1 recenzja
I innych czasopism spoza bazy ORCID, m.in. Postepy Higieny i Medycyny Dos$wiadczalnej
oraz Prospects in Pharmaceutical Sciences (tka. Biuletyn Wydziatu Farmaceutycznego)
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6. OPROCZ KWESTII WYMIENIONYCH W PKT. 1-6, WNIOSKODAWCA MOZE
PODAC INNE INFORMACJE, WAZNE Z JEGO PUNKTU WIDZENIA,
DOTYCZACE JEGO KARIERY ZAWODOWE].

Dane naukometryczne:

Warto$¢ wskaznika IF: 61,668

L.aczna warto$¢ punktacji MEiIN: 1320,000

Cytowania (Web of Science Core Collection): 148

Cytowania bez autocytowan (Web of Science Core Collection): 135
Index H=7 (Web of Science Core Collection)

Cytowania (Scopus): 155

Cytowania bez autocytowan (Scopus): 142

Index H=7 (Scopus)

Nagrody:

nagroda naukowa Il stopnia Rektora Warszawskiego Uniwersytetu medycznego
za osiggni¢cia naukowe, 2024

nagroda naukowa Ill stopnia Rektora Warszawskiego Uniwersytetu
medycznego za osiggniecia naukowe, 2020

nagroda naukowa Il stopnia Rektora Warszawskiego Uniwersytetu medycznego
za osiggni¢cia naukowe, 2016

nagroda naukowa Il stopnia Rektora Warszawskiego Uniwersytetu medycznego
za osiggnigcia naukowe, 2015

nagroda naukowa Ill stopnia Rektora Warszawskiego Uniwersytetu
medycznego za osiggniecia naukowe 2013

zajecie | miejsca na najlepszy poster w sesji plakatowej na VI Kopernikanskim

Seminarium Doktorantéw, Torun 2012
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